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INTRODUCCION

Las plantas han constituido desde la antigiedad un recurso inapreciable
para cuidar y preservar la salud. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2007) ha considerado que aproximadamente el 80 % de la poblacién
mundial ha utilizado la medicina tradicional para su atencion primaria de
salud y con frecuencia es subestimada. Desde hace miles de afos, cuando
el hombre fue encontrando curas para las enfermedades que le aquejaban
usando plantas silvestres, ademas de dar inicio a lo que se conoce como
medicina tradicional herbolaria, se empezd a establecer una relacion
empirica entre el tipo de planta y la actividad biolégica atribuida a cada una,
distinguiendo una planta de otra solo por las caracteristicas externas mas
notorias, del conocimiento empirico de los beneficios del uso de plantas para
fines terapéuticos, surgen los primeros farmacos sintéticos (Aragon y cols.,
2016).

La medicina tradicional ha sido y sigue siendo una inspiracién para la
basqueda de nuevos medicamentos, el uso de plantas con propiedades
medicinales es un area de gran interés para la sociedad por su diversidad de
aplicaciones, por lo cual, la busqueda de nuevos farmacos antibacterianos
para tratar las patologias causadas por diferentes microorganismos es una

tarea que genera gran impacto.

La actividad antibacteriana es la capacidad de un componente de inhibir
el crecimiento o multiplicaciéon de bacterias dafinas para la salud. Las
sustancias con dicha propiedad antibacteriana conocidos como antibioticos
son esenciales en el tratamiento de las infecciones locales o generalizadas
provocadas por éstos microorganismos. En los ultimos afios, la resistencia
bacteriana a los antibidticos sintéticos se ha incrementado de manera

importante, de ahi que la busqueda de nuevas sustancias naturales con



actividad antibacteriana ha tomado mayor importancia, para el control de
enfermedades infecciosas. Las plantas constituyen una fuente alternativa de
sustancias farmacoldgicas antibacterianas y de toda indole, esto debido a
que existen en la naturaleza, una variedad muy amplia de especies de
origen vegetal que pueden en ciertos casos reemplazar las terapias

sistematizadas quimicamente (Alonso, 2004).

Por lo tanto, el estudio de extractos de las plantas en relacién a su
actividad antibacteriana mediante halos de inhibicion es decir, empleando la
técnica de Kirby-Bauer ha permitido conocer la actividad inhibitoria que
pueden presentar dichos extractos. Por consiguiente, el tamizaje fitoquimico
permite determinar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes
en una planta. El objetivo de este trabajo fue confirmar la actividad
antibacteriana y el tamizaje fitoquimico del extracto de etanol de las hojas

de Amaranthus dubius Mart, en cepas Gram positivas y Gram negativas.

El siguiente trabajo se encuentra sistematizado por las normas APA de la
Sociedad Americana de Psicologia en cinco capitulos. Capitulo I: se plantea
El Problema de estudio, la justificacion de la investigacion, junto con los
objetivos que se quieren alcanzar. Capitulo II: Marco Tedrico que
comprende: Trabajos Previos, Antecedentes Histéricos, Bases Tedricas,
Definicion de Términos Operacionalizacion de las Variables y Sistema de
Hipotesis. Capitulo [ll: Marco Metodologico constituido por: Tipo de
Investigacion, Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de
Variable, Procedimientos o Metodologia de la investigacion, Disefio de
analisis. El capitulo IV esta titulado como Resultados y Discusiones, y el
capitulo V esta titulado y compuesto por, Conclusiones y Recomendaciones

y Referencias Bibliohemerogréficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Actualmente a nivel mundial existen importantes problemas de salud
publica, algunos de ellos relacionados con la resistencia bacteriana a los
antibioticos sintéticos lo cual lleva consigo que se dificulte el tratamiento de
las enfermedades infecciosas. Por lo tanto, ha surgido la necesidad de
buscar alternativas que permitan el control de los microorganismos que
causan enfermedades en la poblacion. De alli, la importancia del estudio de
metabolitos o sustancias de origen natural con capacidad antibacteriana asi
como otras propiedades beneficiosas para la colectividad en general
(Aragbny cols., 2016).

En este sentido, la actividad antibacteriana se refiere a la capacidad de
un componente quimico, natural o sintético de inhibir el crecimiento de
microorganismos dafiinos para la salud, por lo que se estan realizando en la
actualidad diversas investigaciones con el objetivo de relacionar la
composicién quimica de plantas de interés con su actividad biolégica y la
factibilidad de su aplicacion como alternativa terapéutica (Carrillo, Aguilar y
Alvarado, 2012). De tal manera que la actividad antibacteriana de los
metabolitos secundarios de las plantas se puede conseguir mediante
diferentes métodos de extraccion y purificacion de los componentes
fitoquimicos (Garcia, 2015).

En relacion a lo anterior, debido a que las plantas estan siendo utilizadas
en medicina convencional se ha hecho necesaria la comprobacion de su

actividad fitoquimica para su uso farmacolégico. Por lo tanto, es de gran



importancia conocer los principios activos que contienen las plantas para
establecer parametros de control, estandarizarlos y validar su efecto
terapéutico (Juarez, 2018).

El tamizaje o “Screening” fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica que permite determinar cualitativamente los
principales grupos quimicos, presentes en una planta y, a partir de alli
orientar la extraccibn y/o fraccionamiento de los extractos para el
aislamiento de los grupos de mayor interés (Sharapin,2000).

Se consideran metabolitos primarios los azlcares, grasas, proteinas, etc,
gue estan involucrados en los procesos quimicos que la planta debe realizar
para sobrevivir y reproducirse (Anaya, 2003). Por su parte, los metabolitos
secundarios son compuestos derivados del metabolismo primario de las
plantas y constituyen una fuente de principios activos de gran importancia
para el uso farmacéutico, ya que ejercen efectos a nivel productivo
beneficiosos para el &rea de la salud (Herndndez, Zaragoza, Lopez, Pelaez,
Olmedo y Rivero, 2018).

Asi mismo, los aportes tedricos sobre el mecanismo de accidon
antimicrobiano, el cual hace referencia a la capacidad de los compuestos
quimicos de alterar la permeabilidad celular provocando perdida de
macromoléculas en el interior de la célula e impidiendo su metabolismo. Asi
bien, el estudio de extractos naturales es una area de estudio de gran
importancia debido a su efecto sobre el desarrollo de varias bacterias, sin
embargo dicha actividad varia de acuerdo a la concentracion y naturaleza
quimica de los compuestos bioactivos del extracto vegetal (Gomez y
Bhethusa, 2014).

Con respecto a lo expuesto anteriormente, es importante destacar que la
actividad antibacteriana de los extractos puede variar por la fuente vegetal,

su estado de madurez y la época del afio en la que es recolectada, ademas



esta relacionada con la concentracion y naturaleza quimica de los
compuestos bioactivos contenidos en ellos (Gomez y Bhethusa, 2014).

Una vez expuesto el planteamiento del problema las autoras de esta
investigacion formulan el siguiente enunciado holopraxico: ¢Cual es la
relacion entre la actividad antibacteriana y el tamizaje fitoquimico del
extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius, en cepas Gram

positivas y Gram negativas?



Justificacion de la Investigacion

La justificacibn debe responder a los por qués o razones de la
investigacion. Especificamente, estas razones pueden ser categorizadas
como necesidades, curiosidades y preocupaciones, motivaciones, intereses,
valores, potencialidades, oportunidades, tendencias, contradicciones
(Hurtado, 2012). Las autoras de esta investigacion identificaron necesidades
tales como: La importancia del estudio de sustancias de origen natural para
el control de enfermedades infecciosas relacionadas con la resistencia
bacteriana a los antibiéticos sintéticos que afectan actualmente a la
poblacién mundial (Aragén y cols., 2016). Ademas, es necesario conocer y
comprobar la actividad biolégica de los compuestos fitoquimicos de las
plantas para validar su efecto farmacologico (Juarez, 2018).

Por otra parte, los investigadores identificaron razones que les motivaron
e interesaron. Entre ellas, la factibilidad de la aplicacion de metabolitos
secundarios de plantas como alternativa terapéutica al uso de los
antibioticos convencionales llama la atencion de los investigadores, puesto
gue hoy en dia se estan realizando diversas investigaciones sobre
extraccion y purificacion de componentes fitoquimicos (Diaz, Pala, y Usano,
2014; Garcia, 2015). Tambien ha despertado el interés de los investigadores
los productos beneficiosos que generan los metabolitos secundarios de las
plantas a nivel medicinal, nutritivo y cosmético (Anaya, 2003; Hernandez y
cols., 2018).

Otras de las razones que justifican esta investigacion son las
oportunidades. El Screening o tamizaje fitoquimico permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en la planta,
representa una de las etapas iniciales de la investigacién fitoquimica y a
partir de alli se orienta la investigacion segun los grupos quimicos de interés

para el investigador (Balseca, 2017). El estudio de los extractos en relacion



a su actividad antibacteriana permite conocer si los mismos presentan
diametro promedio de inhibicion para calificarlos como bactericidas frente a
las cepas de estudio lo cual representa una ventaja para su uso en el control
de dichos microorganismos (Cardona, Hincapié y Marin, 2020).

Asimismo, se encontraron potencialidades. Primera, los estudios previos
de la actividad antibacteriana de extractos vegetales presentaron cualidades
gue posibilitan el control de varias bacterias. Segunda, representa la
posibilidad de conocer los factores que originan diferencias con respecto a la
actividad antibacteriana de las plantas (Gomez y Bhethusa, 2014). Los
resultados de los trabajos previos representan una posibilidad para el uso
de extractos de plantas con actividad biolégica y aplicacién terapéutica
(Rivas, 2020). Al considerar los por qués anteriores, los autores de esta
investigacion también encontraron razones con categoria de tendencia
especificamente, porque los trabajos previos son evidencia de la diversidad
de resultados que se pueden conseguir en investigaciones de actividad
antibacteriana y fitoquimicos ya que los mismos suelen variar normalmente,
obteniéndose halos de inhibicidon con diferentes diametros, de acuerdo a la

concentracion y naturaleza del extracto utilizado (Jacéme y Paucar, 2019).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y el tamizaje
fitoquimico del extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius

Mart, en cepas Gram positivas y Gram negativas.

Objetivos Especificos

Obtener el extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius
mediante la técnica de reflujo en caliente.

Identificar los fitoquimicos en el extracto de las hojas de Amaranthus
dubius Mart mediante el tamizaje fitoquimico.

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto de Amaranthus dubius
por el método Kirby-Bauer, en cepas Gram positivas y Gram

negativas.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

La presente investigacion tiene como finalidad obtener conocimientos
sobre la actividad antibacteriana y la composicion quimica del extracto de las
hojas de Amaranthus dubius Mart, con el proposito de brindar una mayor
informacion sobre su posible uso medicinal, ya que esta es la primera

investigacion de la especie realizada en Mérida, Venezuela.

Limitaciones de la Investigacién

El desarrollo del presente trabajo de investigacion se vio limitado por los
costos de los materiales necesarios para la ejecucion de la parte
experimental en el laboratorio, también se presentaron algunas fallas en los

servicios publicos los cuales obstaculizaron la ejecucion de la misma.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Bari y Alfaki, (2023). Realizaron una investigacion titulada Actividad
antimicrobiana de Amaranthus caudatus tratamiento contra Acinetobacter
baumannii y Klebsiella pneumoniae resistentes a multiples drogas. El
objetivo de esta investigacion fue examinar los efectos antibacterianos de un
extracto de semillas de Amaranthus caudatus contra Acinetobacter
baumannii y Klebsiella pneumoniae. El extracto se obtuvo mediante aparato
de Soxhlet utilizando como disolvente metanol. El analisis fitoquimico
preliminar para la determinacion de metabolitos secundarios se realizé
mediante cromatografia de gases conectado a un espectrometro de masas.
Para la determinacion de la actividad antibacteriana utilizaron el ensayo de
difusién y el meétodo de dilucion en caldo para la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria  (CMI) utiizando  diferentes
concentraciones: 500 mg, 250mg, 125 mg. Como resultados en el analisis
fitoquimico revelaron la presencia de taninos, flavonoides, fenoles vy
proteinas, con respecto a la actividad antibacteriana, luego de 24 horas de
incubacion, se inhibio el crecimiento de los microorganismos a prueba como
Acinetobacter baumannii 22 mm a 500 mg, 17 mm a 250 mg, 14 mm a 125
mg y Klebsiella pneumoniae 24 mm a 500 mg, 18 mm a 250 mg y 15 mm a
125 mg. Lo cual permitié concluir que el extracto de semillas de Amaranthus
caudatus presenta actividad antibacteriana lo cual puede representar una

fuente de sustancias antibacterianas. Esta investigacion se relaciona con
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nuestro trabajo porque estudia el perfil fitoquimico y la actividad
antibacteriana de una especie de Amaranthus.

Diaz, y Tineo (2022), realizaron un trabajo titulado Actividad
antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L (paico) frente a Escherichia coli ATCC 25922.
Se obtuvo un extracto hidroalcohdlico mediante maceracion, al cual se le
realiz6 tamizaje fitoquimico y se le determiné la actividad antibacteriana
mediante la técnica de difusion en pozos. Como resultados obtuvieron que
en el tamizaje fitoquimico se reveld la presencia de compuestos fendlicos
(+++) abundante, quinonas (++) moderado, triterpenos (++) moderado y
alcaloides (+) presente. Los halos de inhibiciobn que demuestran la actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli fueron de 13,13 + 0,26 mm al 100 %,
de 12,62 £ 0,32 mm al 75 % y de 11,11 + 0,28 mm al 50 %, para el control
positivo (ciprofloxacino) fue de 26,63 + 0,26 mm. Lo cual permitié concluir
qgue el extracto hidroalcohdlico de Chenopodium ambrosioides L (paico)
presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli a diferentes
concentraciones. Este trabajo se relaciona con nuestra investigacion ya que
realizaron tamizaje fitoquimico y la actividad antibacteriana con E. coli.

Por su parte, Guzméan, Rodriguez y Rojas (2021), realizaron una
investigacion titulada Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
las hojas de Chenopodium ambrosioides L “Paico” y Schinus molle “Molle”
frente a cepas de Staphylococcus aureus. Para dicho estudio las hojas de
ambas plantas fueron seleccionadas, lavadas, trozadas, secadas Yy
pulverizadas para luego ser maceradas en etanol. Los extractos resultantes
se usaron para tamizaje fitoquimico y también se realizé un ensayo
microbiolégico para determinar el efecto antibacteriano in vitro mediante el
método de Kirby-Bauer con discos de difusion en agar Mueller-Hinton, se
realizaron 10 repeticiones con discos etiquetados con los extractos a 500

mg/mL, ciprofloxacino 5 ug y agua destilada. Finalmente los resultados
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obtenidos indicaron lo siguiente, en el tamizaje fitoquimico se determind la
presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, lactonas y
alcaloides. El extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides al 50 % no
presentd efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus, sin
embargo, la mezcla al 50 % con el extracto de Schinus molle si presento
actividad frente a Staphylococcus aureus, presentando un halo de inhibicion
de 8,86 + 0,25 mm. Esta investigacibn se relaciona con nuestra
investigacion porque se realiz6 tamizaje fitoquimico y actividad
antibacteriana frente a S. aureus.

Asi mismo, Cardona, Hincapié y Marin (2020), realizaron un trabajo
titulado Actividad bactericida in vitro de Chenopodium quinoa Willd y
Artemisia dracunculus L. sobre bacterias patégenas. El objetivo de este
trabajo fue definir la actividad antibacteriana de extractos de semilla de C.
quinoa (quinua) y de hojas de A. dracunculus (estragoén ruso). El material
vegetal de las dos plantas se someti6 a maceracion sin agitacion a
temperatura ambiente. Los solventes usados fueron hexano (apolar), acetato
de etilo (medianamente polar) y metanol (polar). Para esto se depositaron 50
g de muestra molida en un recipiente de vidrio con el respectivo solvente
grado analitico durante 72 horas. Cumplido este tiempo, se filtré la muestra 'y
el extracto fue recuperado por destilacion a presion reducida a 40 °C en
rotaevaporador. Dicho proceso se repitid tres veces. Los tres tipos de
extractos obtenidos se evaluaron sobre Staphylococcus aureus ATCC 6538
y Escherichia coli ATCC 25922, a través de los métodos de difusion en pozo,
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida
(CMB). Pasado el tiempo requerido (24 horas), se realizé la medicién del
halo de inhibicién alrededor de cada pozo. El extracto metandlico de A.
dracunculus, con una concentracion de 20 mg/mL, generé diametros
promedio de inhibicion de 30,67 mm para E. coli y de 32 mm para S. aureus.

Con la misma concentracion, el extracto metandlico de C. quinoa generé
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diametros promedio de inhibicion de 28,33 mm para S. aureus y de 30 mm
para E. coli. Las cepas de ambas bacterias registraron sensibilidad alta (10
mg/mL) frente al extracto de A. dracunculus. Para el extracto de C. quinoa
las cepas de S. aureus (500 mg/mL) y E. coli (100 mg/mL) presentaron
sensibilidad baja. Se pudo concluir que los dos extractos metandlicos de las
plantas evaluadas tienen actividad antibacteriana contra las cepas de los
microrganismos evaluados. El extracto metandlico de A. dracunculus registré
un halo de inhibicién sin diferencias estadisticamente significativas con el
halo generado por la ampicilina, usado como testigo positivo, lo cual muestra
un mayor potencial para su uso como antibiético. La actividad ejercida por
ambos extractos se considera bactericida dado que obtuvieron los mismos
valores de CMI y CMB. Este trabajo guarda relacion con nuestra
investigacion porgue se estudia la actividad antibacteriana de las especies
de interés frente a S. aureus y E.coli. Por otra parte, la actividad
antibacteriana de los extractos de las especies vegetales depende de la
cantidad de metabolitos secundarios obtenidos de acuerdo con el
mecanismo de extraccion, a la concentracion utilizada y a las cepas
bacterianas usadas. Otros aspectos que influyen en la actividad son el tipo
de solvente usado, la parte de la planta del que se obtiene el extracto, la

localizacion geografica del cultivo y la época del afio, entre otros.

Antecedentes Histéricos

Etnobotanicamente, el género Amaranthus ha estado muy ligado al ser
humano a lo largo de la historia, ya que ha sido aprovechado en forma
silvestre y cultivado por distintos pueblos y civilizaciones. En América era
ampliamente utilizado desde el suroeste de los Estados Unidos hasta la
Patagonia por buena parte de los pueblos indigenas, tal como lo evidencian

los hallazgos arqueoldgicos de semillas en México, Centroamérica, Peru,

13



Bolivia y Argentina esto refuerza la hipotesis que sefiala al continente
americano como centro de origen y domesticacion de las especies de
Amaranthus. En Mesoamérica el amaranto es uno de los cultivos méas
antiguos y constituyé una de las principales fuentes de alimentacién junto
con el maiz, el frijol, la calabaza y el chile (Carmona y Orsini, 2010).

Las culturas prehispanicas utilizaron el amaranto tanto para consumo
humano como para usos religiosos. Debido a ello, esta planta fue cultivada a
gran escala bajo el sistema intensivo de chinampas que desarrollaron los
Aztecas en la zona lacustre del Valle de México. De acuerdo a las
investigaciones el género fue descrito por Carlos Linneo, en 1753 y la
organizacion mas reciente del género fue propuesta por Mosyakin vy
Robertson en 1996 (Carmona y Orsini, 2010).

Bases Teoéricas

Familia Amaranthaceae

La familia Amaranthaceae ha sido organizada tradicionalmente en dos
subfamilias: Amaranthoideae y Gomphrenoideae, pero con los recientes
estudios moleculares y filogenéticos se han agregado las subfamilias
Chenopodioideae y Salsoloideae provenientes de la familia Chenopodiaceae
(Carmona y Orsini, 2010).

Son plantas herbaceas, de hojas alternes, simples, inflorescencias
axilares o terminales, en racimos o panicula, con bracteas que pueden ser
espinescentes. Flores hermafroditas o unisexuales, actinomorfas, periantio
verdoso o coloreado de rojo con 3-5 piezas iguales o distintas, 5 estambres,
gineceo con ovario de 2-3 carpelos y 2-3 estilos. FrutoS en pixidio, con

semillas lenticulares, lisas, negras y, a menudo, brillantes (Agudelo, 2008).
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Distribucion Geogréfica de la Familia Amaranthaceae

La familia Amaranthaceae tiene una distribucién geografica cosmopolita,
Es una familia pantropical, se distribuye en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo algunas especies pueden penetrar como malezas a
regiones mas frias o aridas, pero la mayoria se encuentra en areas
calurosas. Algunos representantes son mas 0 menos acuaticos, con
extensiones a las zonas templadas (Sandoval y Siqueiros, 2019).

La familia tiene amplia distribucion, pues esta presente en diferentes
regiones naturales y desde el nivel del mar hasta 3500 m de altitud. Cerca
del 50% de las especies estan concentradas en los climas calidos y
relativamente secos, con temperaturas que oscilan entre 22 y 35 °C. La
mayoria de las especies crece en suelos arenosos, pedregosos, rocosos,
aridos, fértiles o infértiles, en habitats que varian entre sabanas, zonas de
ecotono, orillas de rios, bosques secundarios, dunas y areas costeras,
incluidos los manglares. Las Amaranthaceae son muy abundantes en areas

disturbadas como bordes de caminos y predios urbanos (Agudelo, 2008).

Clasificacion Taxondmica de la Familia Amaranthaceae

El conocimiento de la familia Amaranthaceae comienza con el trabajo de
Jussieu en 1789, quien la describid y propuso su nombre. Posteriormente,
Moquin- Tandom en 1849 publicé una revision de la familia, en la que
incluyé 451 especies y 43 géneros agrupados en tres tribus: Celosieae,
Achyrantheae y Gomphreneae. La definicion de las tribus se basd en el
namero de léculos de las anteras y el niumero de évulos por carpelo,
mientras que los géneros al interior de las tribus, se separaron por las
caracteristicas de los estambres, la organizacion de las flores, el tipo de

dehiscencia del fruto y la disposicion de las hojas. Posteriormente, Bentham
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y Hooker en 1880 conservaron las tres tribus usando los mismos caracteres,
pero propusieron cambiar el nombre de la tribu Achyrantheae por el de
Amarantheae, con dos subtribus diferenciadas por la posicion del 6vulo y el
tamafio del funiculo. Schinz en 1934 realiz6 un tratamiento posterior para la
familia, en el que incluyd0 693 especies y 63 géneros. El sistema de
clasificacion de Schinz se bas6 en los sistemas propuestos por Moquin-
Tandom, Bentham y Hooker en 1880, considerando también los caracteres
florales, como ndimero de l6culos en las anteras, organizacion de las flores,
dehiscencia del fruto, forma del estigma, posicibn de los estambres y
orientacion de la semilla. Sin embargo, dividié la familia en dos subfamilias:
Amaranthoideae, compuestapor las tribus Celosieae y Amarantheae, y
Gomphrenoideae constituida por Brayulineae y Gomphreneae. A su vez,
subdividio la tribu Amarantheae en dos subtribus, con base en la orientacion

de la semilla: Amaranthinae y Achyranthinae (Tabla 1) (Agudelo, 2008).

Tabla 1. Descripcion taxondmica de la familia Amaranthaceae

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Eudicotyledoneae
Orden Caryophyllales
Familia Amaranthaceae

Tomado y modificado de Agudelo, 1996.
Composicién Quimica de la Familia Amaranthaceae
La familia Amaranthaceae se caracteriza por su diversidad en metabolitos

secundarios: aceites esenciales, sesquiterpenos [1], diterpenos [2],

triterpenos [3], flavonoides [4], &cidos fendlicos [5] y betalainas [6] ver
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Figura 1. Esta familia incluye diversos géneros en los que se han reportado
betalainas: Alternanthera, Amaranthus, Beta, Chenopodium, Celosia y
Gomphrena. A algunos de estos géneros se les han atribuido varias
propiedades: antioxidantes, efectos positivos sobre la salud metabdlica,
cardiovascular y gastrointestinal en humanos; antipaludicos. En algunas
especies de plantas pertenecientes a esta familia como Charpentiera
obovata se ha revelado la presencia de alcaloides (Miguel, 2018; Meesakul y
cols., 2023).

HsC
HaC CHs
H,C 3
Sesquiterpeno [1] Diterpeno [2]

Triterpeno [3] Flavonoide [4]

Figura 1: Metabolitos aislados en la familia Amaranthaceae.

Tomado y modificado de Delgado y Romo, 2022.
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Figura 1: Metabolitos aislados en la familia Amaranthaceae (continuacion).
Tomado y modificado de Delgado y Romo, 2022.

Usos Etnobotanicos de la Familia Amaranthaceae

Respecto a las potencialidades de las especies de Amaranthaceae en
zonas urbanas y rurales, utilizando la bibliografia relacionada con la temética
y entrevistas directas con campesinos, indigenas y expendedores. Se
encontré que el 54% de las especies tienen importancia econémica, debido
a que son utilizadas principalmente como medicinales (82 %), alimenticias
(36 %) y ornamentales 21 %). A nivel medicinal, estas plantas son utilizadas
para combatir enfermedades cardiacas, cancerigenas, respiratorias e
infecciosas. Sin embargo, falta informacién sobre la composicidn quimica, la
actividad bioldgica y las dosis adecuadas para el consumo humano, entre
otros aspectos, que respalden su utilizacién con fines medicinales (Agudelo,
1996).
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Género Amaranthus

El género Amaranthus pertenece a la subfamilia Amaranthoideae, la cual
esta organizada en dos tribus: Celosiae con cinco géneros, de los cuales
s6lo Celosia esta presente en Ameérica, y Amaranthae, con dos subtribus:
Amaranthinae con 12 géneros, siendo Amaranthus el Unico pantropical y
Aervinae con 37 géneros, dos de ellos de amplia distribucion (Carmona y
Orsini, 2010).

El amaranto es una planta perteneciente a la familia Amaranthaceae, el
género Amaranthus, la cual tiene mas de 60 especies distribuidas en zonas
tropicales y subtropicales. Es una planta fotosintética, con alta diversidad
genética, alta productividad y se adapta a diferentes condiciones
edafoclimaticas, especialmente a suelos secos y altas temperaturas. En
Venezuela estas plantas crecen en forma silvestre y cominmente se
consideran malezas de varios cultivos de subsistencia, como el maiz, sorgo
y algunas leguminosas sin embargo, en algunas regiones de Ameérica se
usan con un interés medicinal, como verdura para la alimentacién humana o
como forraje complementario en la alimentacion de animales (Matteucci, Pla
y Colma, 1999).

Distribucion Geografica del Género Amaranthus

Es una hierba tropical adventicia, poco comun en regiones templadas. Se
origind en América aunque ha sido introducida en Europa y Africa por lo que
posee una amplia distribucion en toda la franja intertropical del planeta. En
Venezuela esta presente en todo el pais a altitudes desde el nivel del mar
hasta los 2800 msnm, donde se encuentran distribuidas unas 12 especies
de amaranto, siendo las principales A. dubius, A. spinosus y A. hybridus.

Particularmente, Amaranthus dubius, es una especie localizada en todas las
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regiones de Venezuela, se le conoce comunmente como Amaranto, Bledo,

Pira, Yerba caracas (Carmona y Orsini, 2010).

Composicion Quimica del Género Amaranthus

Los granos de amaranto poseen un alto valor nutricional debido a su
contenido de proteinas, niveles de aminoacidos esenciales (lisina y
metionina) en comparacion con otros granos. El grano de amaranto también
se considera una buena fuente de fibra soluble e insoluble, vitaminas
(riboflavina, niacina, acido ascorbico) y contenido mineral (calcio y
magnesio). Mas alla de estos componentes, también existen metabolitos
secundarios como los fenoles y pigmentos (betacianinas) en las hojas del
amaranto asi como en el grano (Miguel, 2018).

Una de estas investigaciones sobre la caracterizacion fitoquimica de las
hojas de amaranto, reporta que dichas hojas contienen flavonoides y
acidos fendlicos e indica que la produccion de ciertos productos naturales
se ve influenciada por las condiciones del cultivo su vez afirma que el
amaranto es utilizado como planta medicinal (Rodriguez, 2008).

De igual forma, los estudios del Amaranthus en los que se ha realizado
tamizaje fitoquimico y pruebas microbiologicas para evaluar su efecto
antibacteriano y antifungico han obtenido como resultado bajas
concentraciones de taninos [7], flavonoides como las antocianinas [8],
saponinas (triterpénicas) [9] y alcaloides [10] Figura 2. En cuanto a su
actividad biolégica los extractos mostraron en algunos casos nula actividad,
mientras que en otros ensayos lo resultados fueron satisfactorios frente a

determinados microorganismos (Gémez, 2010; Moyon, 2015).
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Figura 2: Metabolitos aislados en el género Amaranthus.

Tomado y modificado de Delgado y Romo, 2022.

Usos Etnobotanicos del Género Amaranthus

Debido a la composicion quimica del Amaranthus, este tiene diferentes
aplicaciones en cada area geogréafica, en paises como Africa es usado
como verdura, y en Europa como cereal, mientras que en China y Rusia se
utiliza como forraje para animales. Por su parte, en paises de Ameérica sus
semillas, tallos y hojas son utilizados para el consumo humano, en la
industria farmacéutica y como forraje (Matias, Hernandez, Torres, Espinoza
y Ramirez, 2018).

La palabra Amaranthus se deriva de la palabra griega “Anthos” (Flor) que
significa eterna, inmortal. Amaranthus conocido como amaranto es un
género de hierbas que incluye entre 60 y 70 especies. La mayoria de las

especies son malezas anuales. Las especies de este género pueden ser
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fuente de pseudocereales, vegetales y ornamentales, algunas especies
pueden utilizarse como verdura o como grano. Por ejemplo: las hojas de las
plantas jovenes de A. cruentus se pueden utilizar en ensaladas y sopas y se
utilizan los granos, en panes, pasteles, galletas, dulces y sopas, se ha
considerado que los granos de amaranto poseen un alto valor nutricional,
Esto ha convertido a A. tricolor en una fuente alternativa de nutricion para las
personas que viven en paises en desarrollo con poco acceso a alimentos
ricos en proteinas (Miguel, 2018).

A. tricolor se utiliz6 como sudorifico, febrifugo, emoliente, purificador de la
sangre, en el tratamiento de la menstruacion, fiebres eruptivas, dolor,
colicos, anemia, disenteria, enfermedades de la piel, hidropesia, dolor de
muelas, llagas de garganta, tos, bronquitis, trastornos biliosos y diabetes Se
han utilizado extractos de A. tricolor donde se le han reportado actividades
antioxidante; hepatoprotector, antimicrobiano, antiproliferativo en lineas
celulares AGS humano (gastrico), Cancer del sistema nervioso central
(SNC), SF-268), (colon) HCT-116, (pulmén) NCI-H460 y (mama) MCF-7
lineas celulares, antiinflamatorio al inhibir ambas isoenzimas ciclooxigenasas
(COX-1y COX-2) y también mediante la regulacién negativa de la expresion
del gen de citoquinas proinflamatorias factor de necrosis tumoral (TNF)
factor-, interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) en células inducidas por
productos finales de glicacion avanzada; entre otras propiedades (Miguel,
2018).

Especie Amaranthus dubius Mart

Descripcion Botanica de la Especie Amaranthus dubius Mart

Amaranthus dubius Mart, es una hierba anual de hasta un metro de alto,

tallo verde, morado, rojizo, sus hojas son largas pecioladas u ovaladas, con
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apice emarginado y mucronado, con base redondeada o aguda. Sus flores
son verdes o blancuzcas en forma de espigas terminales y axilares de 10-
25 cm de largo y agrupadas en diferentes glomérulos axilares. Bracteas
aovadas, agudas, mucronadas, cortas o largas como los segmentos
perianticos. Presenta 5 segmentos perianticos, en las flores masculinas son
aovados, oblongos, obtusos y mucronados, en las flores femeninas oblongo-
espatulados, mucronados y comunmente emarginados (Leal y Benitez,
2010).

Figura 3. Especie Amaranthus dubius Mart.

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.

23



Taxonomia de la especie Amaranthus dubius

Tabla 2. Descripcion taxondmica de la especie Amaranthus dubius Mart.

Nombre Cientifico Amaranthus dubius Mart.
Reino Plantae

Division Faner6gama Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Orden Caryophyllales

Familia Amaranthaceae

Subfamilia Amaranthoideae

Género Amaranthus

Especie Amaranthus dubius

Tomado y modificado de Sauer, 1967.

Composiciéon Quimica del Amaranthus dubius

El Amaranthus dubius presenta alta concentracion de proteinas y
minerales; especialmente calcio (Ca), magnesio (Mg) y hierro (Fe), bajas
concentraciones de sustancias toxicas y antinutricionales, y no se detecto la
presencia de metales pesados como cadmio (Cd) y plomo (Pb). La
composicién quimica del A. dubius le confiere un gran interés nutricional, ya
gue puede ser empleado como una nueva fuente de nutrientes de bajo costo
en materias primas de la industria agroalimentaria, comparable con fuentes
convencionales como leguminosas y forrajeras (Montero, Moreno, Molina y
Sanchez, 2011).

En los ultimos afios el amaranto ha sido ampliamente estudiado, una de
las razones del renovado interés es su excelente perfil de nutrientes,
comparable con los cereales. Recientemente se ha demostrado que las

semillas de amaranto tienen un alto valor nutricional, asociado con la
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cantidad y calidad de sus proteinas; ademas de contener grasas, fibras,
minerales y vitaminas; asi como compuestos bioactivos, tales como,
saponinas, escualeno [11], fitoesteroles (sitosterol) [12], y polifenoles [13] ver

Figura 4 (Montero, Moreno, Molina y Sanchez, 2011).

Escualeno [11]

Sitosterol [12]

)

HO 0
e W
0 OH
o
Polifenol [13]

Figura 4: Metabolitos aislados en la especie Amaranthus dubius

Fuente: Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002.
Usos del Amaranthus dubius

El Amaranthus dubius en varios paises de América del Sur y
Centroameérica, es utilizado en la culinaria por su importante valor nutricional,
antes de florecer se prepara en forma de incurtido, parecido a la espinaca,
sus hojas son utilizadas en ensaladas, sopas y como verdura ademas de
sus semillas se obtiene harina de buena calidad. A nivel medicinal se ha
catalogado como un poderoso oxigenante cerebral, en medicina tradicional
es usado como cataplasma para sanar llagas inflamadas y en bafos

febrifugos, se emplea por via oral en forma de infusion para para calmar
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vomitos de sangre, para combatir parasitos intestinales y como diurético,
externamente se emplea como cicatrizante de heridas, para sanar alergias y
combatir oftalmias. De igual forma, se han referido usos etnomédicos como
antitusivo, antigripal, asma y bronquitis. Por otra parte en el area
agropecuaria se utiliza como forrajero para ganados, vacunos y cerdos y
ademas es una planta apicola (Cabrera, 2005; Carmona, Gil y Rodriguez,
2008).

Extracto vegetal

Mezcla compleja, con multitud de compuestos quimicos, obtenible por
procesos fisicos, quimicos y/o microbiol6gicos a partir de una fuente natural
y utilizable en cualquier campo de la tecnologia. Es un conjunto de
compuestos con actividad farmacoldgica, compuesta por un principio activo

dentro de una matriz, en principio, sin actividad terapeutica (Albornoz, 1980).

Proceso de Extraccion

La extraccion es una operacion de separacion cuyo objetivo es aislar a
una sustancia de la mezcla sélida o liquida que la contiene, generalmente se
requiere de un disolvente. Las microextracciones en fase solida pueden
estar exentas de disolvente. Mediante la extraccion se pueden aislar y
purificar numerosos productos sintéticos o naturales, como vitaminas,

alcaloides, grasas, hormonas y colorantes (Albornoz, 1980).

Tipos de Extractos

La naturaleza quimica de los extractos varia de acuerdo a los

compuestos a extraer, al material que los contiene y a la técnica empleada.
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Tal es el caso de los extractos secos obtenidos de la concentracion de los
licores, mediante evaporacion al vacio por atomizacion. Como las sustancias
termodegradables pueden desnaturalizarse en la actualidad, se emplea la
liofilizacion con respecto al contenido enzimatico y vitaminico, emana de las
preparaciones vegetales frescas y de este modo no se alteran y pueden
regenerarse al producto inicial al agregarle el agua que se le habia quitado
(Albornoz, 1980).

Por ende, los extractos hidroalcohdlicos contienen los principios
hidrosolubles, que son los mas numerosos en el resto vegetal. Ademas,
permiten obtener extractos ricos en sustancias mucilaginosas, taninos,
sales, flavonoides, entre otros. Los extractos oleosos son obtenidos de
plantas con principios liposolubles, tales como esencias, carotenos y
pigmentos. Necesitan de la adicion de estabilizadores y antioxidantes

termodegradables ya que son sensibles a la oxidacion (Albornoz, 1980).

Técnicas Extractivas

Maceracion

Consiste en dejar las partes vegetales sumergidas en un disolvente, a
temperatura ambiente, durante un tiempo relativamente largo, en este
método las sustancias termolabiles no se ven afectadas; sin embargo, la
solubilidad de los principios es menor a temperaturas mas bajas vy, asi, se
extrae una menor cantidad de principios activos en comparacion a la que
pudiera extraerse a una temperatura superior (Casado, 2012). El material se
agita esporadicamente por un periodo minimo de dos dias y hasta por
semanas, al cabo del cual se decanta el liquido, filtrando y experimentando

el residuo. En esta técnica se remoja la droga cruda fragmentada con el
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solvente, con el fin de que este penetre la estructura y disuelva las

sustancias (Albornoz, 1980).

Lixiviacién o Percolacién

Es un proceso mediante el cual se extrae uno o varios solutos de un
sélido, ambas fases entran en contacto intimo y el soluto o los solutos
pueden difundirse desde el sélido a la fase liquida, lo que produce una
separacion de los componentes originales del sélido. Consiste en que el
material vegetal pulverizado es colocado en un percolador, a través del cual
pasa continuamente el solvente, dicho solvente se satura de los principios
solubles (Albornoz, 1980).

Digestion

Esta es una forma de maceracion en el que se aplica calor moderado al
material pulverizado, aumentando el poder disolvente. La digestion se
efectia al adaptar un condensador al balén, permitiendo que el solvente
pueda usarse continuamente por reciclaje (Albornoz, 1980). Se trata de una
extraccion a temperaturas superiores a la ambiente, entre 35 y 40 °C, e
inferiores a los 50 °C. Se introducen las partes vegetales a extraer en un
recipiente que contiene el liquido previamente calentado a la temperatura
deseada; se mantiene durante un periodo que puede oscilar entre media

hora y veinticuatro horas, agitando regularmente el envase (Casado, 2012).
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Infusion

Consiste en dejar en contacto por algunos minutos las partes secas de la
planta seca con agua hirviendo, se deja reposar unos minutos y se filtra a
continuacion mediante un tamiz o papel de filtro. EI no usar calor directo
garantiza que sus partes o principios activos no sufran deterioro (Laguna,
2016). Es decir, las partes tiernas de las plantas como son las hojas y
flores, entre otros, no son sometidas a ebullicibn sino que solo se extraen
con agua caliente, manteniendo bien cerrado el recipiente, durante unos

treinta minutos (Albornoz, 1980).

Decoccion

En esta técnica, se somete material crudo como cortezas, raices o tallos
relativamente duros a ebullicion con agua, impidiendo que dicho material se
derrame, para ello se coloca previamente en un recipiente apropiado
(Albornoz, 1980). En este procedimiento se hierve la planta en agua por
espacio de 15 a 60 minutos, se enfria, se cuela y se afiade suficiente agua
fria hasta obtener el volumen deseado. Las dosis son similares a las de la
infusion, es decir una parte de planta por cada diez de agua excepto con las
plantas que tienen alto contenido en mucilagos que sera de 1/20 para evitar
gue la solucién se torne viscosa. Las decocciones se preparan para ser
utilizadas al momento y no deben ser almacenadas por mas de 24 horas
(Laguna, 2006).

Destilacion

Es el proceso de evaporar una sustancia, condensar los vapores y

cogerlos al estado liquido. Entre estos, generalmente se utiliza el arrastre

29



con vapor, macerando el material con agua en un balén, e inyectando a
través de esta masa, una corriente de vapor; el agua condensada contiene
la sustancia arrastrada, la cual se separa por decantacion. La operacion de
destilacion se lleva a cabo en un balén de dos o tres bocas de fondo
redondo. Alternativamente, el vapor puede ser suministrado por un matraz
externo. Es importante destacar, que las sustancias que se someten a este
proceso deben ser inmiscibles y que no reaccionen con el agua, por ello, la
destilacion con arrastre de vapor es Util para separar sustancias insolubles
en agua y ligeramente volatiles de otros productos no volatiles mezclados
con ellas (Albornoz, 1980).

Extraccion Mediante Aparato de Soxhlet

Es un método de extraccion continuo que se utiliza para materiales
sélidos, este método consiste en colocar el material a extraer previamente
molido y pesado, en un cartucho de celulosa que se introduce en la camara
de extraccion la cual se encuentra conectada por un lado a un balén de
destilacién y por otra parte a un refrigerante, el disolvente contenido en el
balén se calienta hasta ebullicidn, el vapor asciende por el tubo lateral y se
condensa en el refrigerante y cae sobre el material. Dicho proceso se repite
hasta que el material deseado se agote (Lamarque, Zygadlo, Labuckas,

Lépez, Torres y Maestri, 2008).

Extraccion por reflujo

En el proceso de reflujo, el material previamente disuelto en el solvente
elegido, se somete a ebullicién. Para evitar que un calentamiento excesivo
evapore el solvente se utiliza un sistema de reflujo que consiste en enfriar el

vapor del solvente con un refrigerante y devolverlo al balon que contiene el
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material para continuar el proceso, esto ademas garantiza que no haya
pérdidas ni de material ni de solvente durante el proceso de extraccion. La
temperatura elevada del disolvente permite una mejor extraccion de los
componentes deseados, ya que la solubiidad de la mayoria de las
sustancias aumenta con la temperatura. Este método presenta el
inconveniente de que muchos compuestos termolabiles se alteran o
descomponen a la temperatura de ebullicion del disolvente (Lamarque y
cols., 2008).

Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios difieren de los metabolitos primarios en
gue ciertos grupos presentan una distribucion restringida en el reino vegetal,
es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los
grupos de plantas, su produccion a menudo es restringida a un determinado
género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies. Se sintetizan
en pequefias cantidades y no de forma generalizada. Los metabolitos
secundarios tienen un importante y significativo valor medicinal y econémico,
derivado éste dltimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria,
farmacéutica. Algunos de estos productos, tienen funciones ecoldgicas
especificas como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son
pigmentos que proporcionan color a flores y frutos. También intervienen en
los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patégenos,
actuando como pesticidas naturales (Avalos y Pérez, 2009).

Otros compuestos tienen funcion protectora frente a predadores,
actuando como repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos,
haciéndolas indigestas o venenosas. En la medicina antigua, un gran

namero de estos productos se usaban como remedios para combatir
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enfermedades y en la actualidad se utilizan como medicamentos, resinas,

gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes (Avalos y Pérez, 2009).

Clasificacion de los Metabolitos Secundarios

Terpenos

La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos
primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas. Los terpenos, también conocidos como
terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios
(mas de 40.000 moléculas diferentes). Entre los metabolitos primarios se
encuentran hormonas, carotenoides, clorofilas y plastoquinonas,
ubiquinonas y esteroles. Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos
de la unién de unidades de isopreno (5 atomos de C) (Avalos y Pérez,
2009).

De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de
isopreno (C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen dos unidades
C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de isopreno
y se denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y
son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C
y se habla de politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de
isopreno. Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del
acido mevalénico o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) (Avalos y
Pérez, 2009).

A la vista de esta variedad de compuestos, es evidente que muchos
terpenos tienen un importante valor fisiologico y comercial, siendo muchos
de ellos de gran interés en el comercio como aromas y fragancias en

alimentacion y cosmética, teniendo una importancia tanto en la calidad de
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productos agricolas como en el area medicinal por sus propiedades
anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc. Los
terpenos que se encuentran en los aceites esenciales, los cuales son
responsables de los olores y sabores caracteristicos de estas plantas, son
generalmente monoterpenos, como el limoneno [14], principal monoterpeno
constituyente de los aceites de limon (Avalos y Pérez, 2009).

Entre los diterpenoides se encuentra el fitol [15], un diterpeno de cadena
abierta que forma parte de la estructura de las clorofilas, mientras que entre
los triterpenos se encuentran esteroides y esteroles derivados del
escualeno. El mas abundante en las plantas es el estigmasterol [16] ver
Figura 5 (Avalos y Pérez, 2009).
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Fitol [15]

Estigmasterol [16]

Figura 5: Estructura quimica de terpenos.
Fuente: Tomado y modificado de Shegebayev y cols., 2023.
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Compuestos Fendlicos

Son un grupo muy diverso que comprende desde moléculas sencillas
como los &cidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos y la
lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides. Muchos
de estos productos estan implicados en las interacciones planta-herbivoro.
Es importante sefalar, que la mayoria de los compuestos fendlicos derivan
de la fenilalanina. Entre los productos secundarios que sintetizan las plantas
se encuentra el grupo fenol, los cuales son sintetizados en gran variedad.
Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles o
fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico con un
grupo hidroxilo. Existen dos rutas béasicas implicadas en la biosintesis de
compuestos fendlicos: la ruta del acido siquimico y la ruta del acetato-
malonato (Avalos y Pérez, 2009).

La ruta del acetato-malonato es poco empleada en plantas superiores,
ademas es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias,
mientras que la ruta del acido shiquimico es responsable de la biosintesis de
la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y
de acido fosfoenolpirlvico se inicia una secuencia de reacciones que
conduce a la sintesis de acido shiquimico y aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, triptéfano y tirosina) ver Figura 6. Esta ruta esta presente en

plantas, hongos y bacterias (Avalos y Pérez, 2009).

OH

Figura 6. Estructura quimica del Fenol
Fuente: Tomado y modificado de Shegebayev y cols., 2023.
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Glicosidos

Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando
una molécula de azlUcar se condensa con otra que contiene un grupo
hidroxilo y son metabolitos vegetales de gran importancia. Existen tres
grupos de glicésidos de particular interés: saponinas, glicosidos cardiacos y
glicésidos cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen
en este grupo debido a su estructura similar a los glicésidos. Las saponinas
son triterpenoides o esteroides que contienen una o mas moléculas de
azUucar en su estructura y se encuentran como glicésidos esteroideos,
glicésidos esteroideos alcaloides o bien glicésidos triterpenos, ademas Se
pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azlucar (el terpeno sin el
azUcar, por ejemplo), en cuyo caso se denominan sapogeninas (Avalos y
Pérez , 2009).

Por ende, los glicésidos cardiacos o cardendlidos se encuentran de forma
natural en forma de glicésidos o de agliconas. Quiza el mas conocido sea la
digitoxina [17] ver Figura 7, o su analogo digoxina, aislada de Digitalis
purpurea y utilizada como medicamento en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca congestiva. Los glicésidos cardiacos o cardendlidos son
semejantes a las saponinas esteroideas, tienen también propiedades
detergentes, pero su estructura contiene una lactona. Mientras que los
glicésidos cianogénicos se degradan cuando la planta es aplastada
liberando sustancias volatiles téxicas como cianuro de hidrégeno (HCN)
(Avalos y Pérez, 2009).
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Digitoxina [17]

Figura 7: Estructura quimica de Glicésidos.

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Alcaloides

Un alcaloide es un compuesto organico de origen natural (normalmente
vegetal), nitrogenado, mas o menos bésico, de distribucion restringida y
dotado, a bajas dosis, de marcadas propiedades farmacoldgicas. La mayoria
de los alcaloides son heterociclicos aunque algunos son compuestos
nitrogenados alifaticos (no ciclicos) como la mescalina [18] o la colchicina
[19] por ejemplo ver Figura 8. Se encuentran en el 20 % aproximadamente
de las plantas vasculares, la mayoria dicotiledéneas herbaceas y son una
gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que tienen en comun
tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo de
nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biologica. Se sintetizan
normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como la
nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina (Bruneton, 2001,
Avalos y Pérez, 2009).
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En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas vy
psicologicas la mayoria de ellas consecuencia de su interaccidn con
neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy toxicos.
Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante
muscular, tranquilizante, antitusivos o analgésicos. Si bien la nocién de
alcaloide es bastante reciente, el conocimiento de la toxicidad y de las
propiedades de las plantas y de las drogas que poseen alcaloides es muy
antiguo. Los alcaloides se clasifican de acuerdo a la ruta biosintética
(Bruneton, 2001; Avalos y Pérez, 2009).

O NH
CH3/ 2

CHa-
30

o)
CH3

Mescalina [18]

Colchicina [19]

Figura 8. Estructura quimica de Alcaloides.

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa.

Tamizaje Fitoquimico

El ensayo fitoquimico o screening fitoquimico es la etapa inicial de la
investigacion, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
quimicos presentes en una planta para el aislamiento de los grupos de
mayor interés. El estudio fitoquimico consiste en la extraccion de la planta
con solventes apropiados, tales como: agua, acetona, alcohol, cloroformo,
hexano y éter. Otro solvente, el diclorometano, se usa especificamente para

la extraccion de terpenoides. Posterior a la extraccion, se llevan a cabo
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reacciones de coloracion y precipitacion. Permitiendo una evaluacion rapida,
con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo (Palacios, 2008).

De esta manera, los resultados del estudio fitoquimico constituyen
Gnicamente una orientacion la cual deberd ser interpretada en conjunto con
los resultados del screening farmacolégico. Asi cuando una planta revela
accion sobre el sistema nervioso central durante el tamizaje farmacoldgico y
presencia de alcaloides en el screening fitoquimico, es bastante probable
que la accién farmacoldgica se deba a la fraccién alcaloidal. Por otro lado, el
hecho de evidenciarse accion antiinflamatoria en el tamizaje farmacoldgico y
la presencia de flavonoides en el ensayo fitoquimico, puede dar lugar a
procesos de aislamiento y sometiendo a pruebas mas especificas de estos
compuestos (Palacios, 2008). Entre las distintas pruebas quimicas de

identificacion tenemos:

1. Determinacion de Alcaloides; mediante la prueba de Wagner; Mayer y
Dragendorff; se fundamenta en la capacidad que tienen los alcaloides en
estado de sal de combinarse con el yodo y metales pesados formando
precipitados (Dominguez, 1979).

2. Determinacion de Saponinas; mediante la prueba de Altura de la Espuma;
se basa en la presencia de un nucleo esteroidal o triterpénico; esta
caracteristica les confiere un caracter anfétero que les permite actuar como

tensoactivos (Carvajal, Hata, Sierra y Rueda, 2009).

3. Determinaciéon de Flavonoides; mediante la prueba de Shinoda; se
fundamenta en la reacciéon del magnesio con el HCl concentrado y el
hidrogeno generado produce la reduccion del ion flavilio al color rojo

escarlata (Dominguez, 1979).

4. Determinacion de Fenoles; mediante la prueba de tricloruro férrico; esta

respuesta se debe al ataque producido por el ion cloruro al hidrégeno del
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grupo hidroxilo provocando una ruptura de enlace y la unidon del grupo

fendxido al hierro, provocando una precipitaciéon (Dominguez, 1979).

5. Determinacion de Triterpenos; mediante la prueba de Lieberman-
Burchard, la presencia de color es debido al grupo hidroxilo (-OH) del
colesterol lo que genera un aumento en la conjugacion de la instauracion del

anillo, fusién adyacente (Dominguez, 1979).

6. Determinaciéon de Taninos: mediante la prueba de la gelatina al 1 %, son
polifenoles que tienen la propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas;
la presencia de taninos se observa mediante un precipitado blanco (Carvajal,
Hata, Sierra y Rueda, 2009).

7. Determinaciéon de Quinonas: mediante la prueba de H,SO,; las quinonas
son dicetonas insaturadas, que por reduccién se convierten en polifenoles
los que facilmente las regenera por oxidacion. Esta reaccidon da como

resultado una coloracién de amarilla a roja (Dominguez, 1979).

8. Determinacion de Cumarinas: mediante la prueba de NH,OH (Hidréxido
de amonio concentrado), se basa en la apertura y solubilizacién en medio
bésico, se caracteriza por su intensa absorcion en la region ultravioleta del
espectro, las cuales al ser examinadas a la luz ultravioleta presentan una

coloracién en presencia de amoniaco (Dominguez, 1979).

Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un tamafo de
unos pocos micrometros (por lo general entre 0,5 y 5 ym de longitud) y
diversas formas incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos),
sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos). Las bacterias son células
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procariotas, por lo que a diferencia de las células eucariotas (de animales,
plantas, hongos) no tienen el nucleo definido ni presentan, en general,
organulos membranosos internos. Generalmente poseen una pared celular y
ésta se compone de peptidoglicano. Muchas bacterias disponen de flagelos
o de otros sistemas de desplazamiento y son moéviles (Mollinedo y Gonzalez,
2014).

Clasificacion de las Bacterias

Las bacterias se clasifican en dos grupos diferentes en funcion de la
estructura de su pared. Un grupo, las denominadas Gram positivas, sélo
poseen peptidoglicano; el otro, las denominadas Gram negativas, tienen
adosada por fuera del peptidoglicano una membrana rica en
lipopolisacéaridos. Algunas bacterias tienen una capsula rodeando la pared;
también pueden poseer flagelos, que facilitan su movilidad, y fimbrias (Pili),
que desarrollan varias funciones, fundamentalmente de adherencia. En las
bacterias, ademas del ADN cromosémico (nucleoide) puede existir ADN

extra cromosomico formando plasmidos (Prats, 2005).

Tipos de Bacterias

Bacterias Gram negativas

Se denominan bacterias Gram negativas a los microorganismos que
tienen una reaccién con la tincibn Gram en su pared celular y se diferencian
de las Gram positivas, pues no se tifien de color azul oscuro o violeta, sino
de color rosa y se constituyen de: Membrana plasmética formada por
fosfolipidos, proteinas y enzimas; Pared celular, siendo estas mas compleja

que las Gram positivas, tanto quimica como estructuralmente. Sus
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componentes son: Peptidoglicano o mureina, Espacio periplasmatico,
Membrana externa, proteinas y Lipopolisacaridos; también estan
constituidas de capsula, capa de limo, flagelos y Fimbrias ver Figura 9
(Mollinedo y Gonzales, 2014).

Las bacterias Gram negativas no retiene el complejo de cristal violeta
durante el proceso de coloracion y por lo tanto no es posible su tincién azul
violacea, presentan una capa muy delgada de peptidoglucano en su pared
celular y esta unida, mediante lipoproteinas, a otra membrana plasmatica
externa, dicha membrana es soluble en solventes organicos. La
patogenicidad de estas bacterias se debe a la presencia de lipopolisacaridos
(endotoxinas) en la parte externa de la membrana celular, estas moléculas
desencadenan una respuesta inmune, pues su antigeno genera un amplio
espectro de efectos fisiopatologicos, que pueden desencadenar un shock
endotdxico o incluso la muerte. Se determindé que varias especies de
bacterias Gram negativas producen enfermedades (Mollinedo y Gonzales,
2014).

Hay muchas especies de bacterias Gram negativas, agrupadas en varias
familias y existen diferentes formas de clasificarlas segun su: forma, 6ptimo
de temperatura, pH en el que se desarrollan, requerimiento de oxigeno para
poder permanecer con vida, ésta Ultima clasifica a estos microorganismos
en: bacterias aerobias estrictas y bacterias anaerobias (Mollinedo y
Gonzales, 2014).
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Figura 9. Estructura de la pared celular bacteriana.
Tomado y modificado de Sanchez, 2006.

Bacterias Gram positivas

Consideradas Gram positivas se tifien de color violeta y tiene una gruesa
capa de peptidoglicano, dos tipos de acidos teicoicos: el acido lipoteicoico
(ubicado en la cara interna de la pared celular y unido a la membrana
plasmética) y el &cido teicoico (que se halla en la superficie, anclado
solamente en el peptidoglicano) ver Figura 9. Entre las bacterias Gram
positivas, Staphylococcus aureus y Enterococcus spp. Son importantes
agentes etioldgicos de infecciones hospitalarias y comunitarias. Estos
patbgenos son responsables de altas tasas de morbilidad y mortalidad en
pacientes hospitalizados y generan costos elevados en las instituciones de

salud de todo el mundo (Mollinedo y Gonzéles, 2014).
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Antibiodticos

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con
diferentes comportamientos farmacocinética y farmacodinamico, ejercen una
accion especifica sobre alguna estructura o funcion del microorganismo,
tienen elevada potencia biolégica actuando a bajas concentraciones y la
toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las células de nuestro
organismo. El objetivo de la antibioticoterapia es controlar y disminuir el
namero de microorganismos viables, de modo que el sistema inmunoldgico

sea capaz de eliminar la totalidad de los mismos (Velazquez, 2008).

Técnicas de Antibiograma Convencional

La mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica determinan la
sensibilidad o la resistencia de los microorganismos empleando técnicas
fenotipicas en las que se mide directamente la interaccidbn entre
microorganismo Yy antimicrobiano. Por lo cual, se emplean métodos de
difusién, en los que el antimicrobiano se encuentra en un disco, una tableta
0 una tira que al ser colocado sobre un medio de cultivo donde crecera la
bacteria, forma un gradiente de concentracion, o también métodos de
dilucion, en los que el antimicrobiano se incorpora al medio de cultivo donde
crece la bacteria. Ademas, cada vez son més frecuentes los ensayos en los
que se estudia si un microorganismo tiene un determinado mecanismo
bioquimico o uno o mas genes de resistencia (Ramirez y Marin, 2009).

Atendiendo a criterios técnicos, hay mdultiples factores que influyen en el
resultado del antibiograma incluyendo el medio de cultivo, el inéculo
bacteriano, la atmdésfera y la temperatura de incubacion de los cultivos una
vez inoculados, el tipo de crecimiento bacteriano y en el caso del método de

difusion con disco, el contenido de este (Ramirez y Marin, 2009).
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El medio de cultivo ideal para realizar pruebas de sensibilidad in vitro
deberia tener una composicion definida (peptonas, agar, electrélitos) que
permitan el crecimiento rapido de la mayoria de los microorganismos y la
adicion de los suplementos (sangre, etc.) necesarios para el crecimiento de
microorganismos; se debe tamponar los exoproductos bacterianos para que
no ejerza un efecto antagénico con ningun antimicrobiano y finalmente tiene
gue asegurar la reproducibilidad del ensayo. EI medio mas empleado en
microbiologia clinica para la realizacion del antibiograma es el medio de
Mueller-Hinton, en su versidn solida (con agar) o liguida (con
concentraciones ajustadas de cationes para asegurar la reproducibilidad de
los valores de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de aminoglucésidos
frente a Pseudomonas aeruginosa y de tetraciclinas frente a la gran mayoria

de microorganismos (Ramirez y Marin, 2009).

Técnicas de Difusién

Las técnicas de difusidbn son bastante sencillas de realizar. EI método
disco-placa se basa en los estudios que a mediados del siglo pasado
completaron Kirby-Bauer consiste en colocar discos de papel secante (o
tabletas de material poroso con una concentracion definida de antibidtico
sobre una placa de agar, que previamente ha sido sembrada con un inéculo
estandarizado de la bacteria a estudiar. Cuando el disco entra en contacto
con el medio de cultivo (con cierta proporcion de agua), el antibiético que
contiene difunde al medio y a su alrededor crea un gradiente de
concentracion. Si la bacteria se inhibe en presencia de alguna de las
concentraciones de dicho gradiente, cuando haya crecimiento en la placa de
agar se producira una zona (halo) de inhibicibn (Garcia, Fernandez vy
Paredes, 1994).
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Dependiendo del par microorganismo-antimicrobiano, el tamafio del halo
es indicador del nivel de sensibilidad de la bacteria, este método se suele
llevar a cabo empleando agar Mueller-Hinton y es util para el estudio de la
sensibilidad de bacterias de crecimiento rdpido empleando el medio y las
condiciones de incubacion adecuados, también se puede destinar para
muchos microorganismos de crecimiento fastidioso. La lectura de los halos
de inhibicibn se suele hacer a las 16-20 horas de incubacion, pero en
determinados casos debe retrasarse hasta las 24 horas para asegurar la
correcta identificacion de las cepas resistentes, que podrian no ser evidentes
antes de ese plazo (Garcia, Fernandez y Paredes, 1994).

En vez de usar discos de papel o tabletas, se pueden usar tiras que
contienen a lo largo de la misma un gradiente de antimicrobiano que abarca
un amplio rango de concentraciones, como el que puede emplearse en las
técnicas de dilucion. La cantidad de antimicrobiano incorporado a la tira va
creciendo a lo largo de la misma, lo que determina que el gradiente que se
crea en la placa una vez que se coloca la tira no sea lineal sino exponencial,
por ello tras, la incubacion de la placa y la consiguiente inhibicion del
crecimiento se forma una zona de inhibicion con aspecto piriforme o
elipsoidal (Garcia, Fernandez y Paredes, 1994).

El método ha sido calibrado de tal forma que el punto de contacto entre la
tira y la zona donde se inicia la inhibicion del crecimiento corresponde con la
CMI del antimicrobiano. Asi bien, el método ha sido evaluado en infinidad
de microorganismos habiendo estudios que indican su posible utilidad para
bacterias de crecimiento lento como levaduras y hongos filamentosos

(Garcia, Fernandez y Paredes, 1994).
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Técnicas de Dilucidén

Estan basadas en valorar la inhibicion del crecimiento bacteriano en una
bateria de tubos o placas con medio de cultivo que representan un rango de
concentraciones del antimicrobiano a estudiar. A tal efecto, se preparan en
el medio de cultivo adecuado (caldo o agar) diluciones del antimicrobiano,
habitualmente en una escala discontinua de progresion geométrica en base
con posterioridad se inoculan los tubos o placas para permitir el crecimiento,
y tras ello se realiza la lectura observando en qué concentracién sobreviene
la inhibicibn del microorganismo, lo que permite definir la CMI del
antimicrobiano en cuestién. Cuando se emplea un medio liquido, ademas, se
puede determinar la actividad bactericida realizando un subcultivo de los
medios sembrados previamente en un medio de cultivo nuevo que no tenga
antimicrobiano (Garcia, Fernandez y Paredes, 1994).

En la variante de macrodilucion en caldo se emplea por cada bacteria y
antibiético a estudiar una bateria de tubos, en la que cada uno de ellos
contiene una concentracion creciente de antimicrobiano. Como se requiere
gran cantidad de material para llevar a cabo el ensayo, y este es complejo
metodologicamente, se recurre con frecuencia al método de microdilucién
con caldo, en el que cada bateria de tubos es sustituida por una fila 0 una
columna de una placa de microtitulacion con fondo en “U”; el uso de
micropipetas de dispensacion mdltiple facilita el manejo de las placas y
disminuye considerablemente la cantidad de material que se requiere en las
mismas; todo ello, junto con la posibilidad de hacer lectura automatica de las
placas una vez se haya producido el crecimiento (o la inhibicién) del
microorganismo ha popularizado el uso de este método (Garcia, Fernandez
y Paredes, 1994).

Como alternativa a la macrodilucion en caldo y antes del desarrollo de la

técnica de microdilucion en medio liquido, se empleé con frecuencia el
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método de dilucion en agar, en el que los tubos de la bateria de
macrodilucion son sustituidos por placas de medio sélido, cada una con una
concentracion diferente de antimicrobiano que es afiadido al medio antes de
que este se emplee como control de crecimiento. En cada placa se pueden
sembrar simultaneamente muchos microorganismos entre 32 y 36. Tras la
correspondiente incubacion de las placas, se observa a simple vista en qué
placa con mas baja concentracion se produce la ausencia de crecimiento del
microorganismo, obteniéndose asi el valor de la CMI (Garcia, Fernandez y
Paredes, 1994).

Interpretacion de Resultados del Antibiograma

Los datos crudos del antibiograma se interpretan en forma de categorias
clinicas aplicadas a los microorganismos estudiados, de las que
habitualmente se manejan tres: sensible (S), intermedio (1) y resistente(R)
(Martinez, 2016).

De forma general, la categoria de “sensible” indica que el
microorganismo esta causando una infeccibn que puede tratarse
adecuadamente con las dosis habituales de antimicrobiano. La categoria de
“‘intermedio”, que en sangre o tejidos se alcanzan concentraciones cercanos
a los valores de CMI y que es de esperar eficacia clinica si la infeccion se
localiza donde se alcanzan altas concentraciones de antimicrobiano por
ejemplo en orina o cuando se emplean dosis méas elevadas de lo habitual,
tradicionalmente, la categoria de “intermedio” también se emplea para incluir
valores de CMI o halos de inhibicibn que pudieran estar influidos por
pequefios errores técnicos durante el desarrollo del ensayo pero que se
traducirian en cambios importantes de interpretacién en la categoria clinica
(Ramirez y Marin, 2009).
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La bacteria sera “resistente” cuando no es de esperar que se inhiba con
las concentraciones de antimicrobiano que se alcanzan habitualmente in
vivo; también se aplica la categoria de “resistente” a las bacterias que
poseen un mecanismo de resistencia especifico para el que se ha
demostrado que su presencia es causa de fracaso terapéutico (Ramirez y
Marin, 2009).

Definicién Operacional de Términos
Taxonomia
La taxonomia es una ciencia que procura identificar, delimitar, nombra y
clasificar las especies. Se trata de la ciencia de la clasificacion que se aplica
en la biologia para la ordenacion sisteméatica y jerarquizada de los grupos de
animales y vegetales (Barrientos, 2003).

Etnobotanica

Es el campo cientifico que estudia las interrelaciones que se establecen
entre el hombre y las plantas, a través del tiempo y en diferentes ambientes.

Estudia los conocimientos que las diferentes culturas han adquirido a lo
largo del tiempo sobre las propiedades y potencialidades de las plantas
(Barrera, 1982).

Fitoquimica

Este vocablo proviene del griego Phyton (Planta o vegetal),

literalmente significa, quimica de las plantas. Comprende el estudio de las
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sustancias vegetales, extraccion, separacion, purificacidén y elucidacion de
sus estructuras moleculares, para dichos analisis de determinacion

comunmente se emplea reacciones colorimétricas (Albornoz, 1980).

Producto Natural

Es toda sustancia de origen organico o inorganico que se halle en la
naturaleza y que pueda ser aislada y procesada por el hombre. Cuando
se habla de producto natural mejorado es porque ha sido perfeccionado
mediante algun proceso fisico y no significa que se ha mezclado

artificialmente con otras sustancias (Albornoz, 1980).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se define como la minima concentracion de antimicrobiano (en pg/mL)
que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24
horas de incubacion a 37 °C. La CMI se ha establecido como "gold
Standard" frente a otros métodos que evallan susceptibilidad
antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas
definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado
(Romero, 2007).

Resistencia Bacteriana

Cuando los microorganismos sobreviven a una concentracion de
antibiético mayor a la que puede alcanzarse in vivo. La resistencia
bacteriana a los antibiéticos es un aspecto particular de su evolucién natural,
seleccionada bajo la presién de los productos antibacterianos, tanto si se

trata de antibioticos como de antisépticos o desinfectantes. Este fendmeno
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mundial incluye todos los gérmenes patdgenos para el ser humano y las

diversas clases de antibioticos (Oromi, 2000).

Susceptibilidad

Consiste en estudios in vitro donde se enfrentan bacterias con
antimicrobianos, usando un mismo numero de bacterias a diferentes
concentraciones de antibiéticos, para obtener la Concentracién Minima

Inhibitoria (CMI) y la resistencia antimicrobiana (Romero, 2007).

Operacionalizacion de las Variables

Las variables son una caracteristica, cualidad o medida que puede sufrir
cambios y que es objeto de analisis, medicion o control en una investigacion.
De esta manera, pueden clasificarse segun su funcién en; dependiente e
independiente. La variable dependiente es aquella que se modifica por
accion de la variable independiente, constituyen los efectos o consecuencias
gue se miden y que dan origen a los resultados de una investigacion.
Mientras que la variable independiente son las causas que generan y
explican los cambios de la variable dependiente (Tablas 3y 4) (Arias, 2004).
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Tabla 3. Operacionalizacién de la variable dependiente Actividad Antibacteriana

del extracto de las hojas de Amaranthus dubius

1. Variable

2. Tipo de variable

3. Definicién conceptual

¢ Qué es?

Actividad antibacteriana

Amaranthus dubius

del extracto de las hojas deDependiente

Cualitativa

Nominal

Capacidad que poseen
algunas sustancias de
inhibir el crecimiento de
determinadas  bacterias
en un medio de cultivo

(Betés y cols., 2008)

4.Definicion operacional

.Coémo se mide?

5.Dimensiones

6. Indicador

(Prueba de Kirby y Bauer)

Difusibn en disco en agar

Cepas Gram positivas:
-Staphylococcus aureus
-Enterococcus faecalis
Cepas Gram negativas:
-Escherichia coli
-Pseudomonas

aeruginosa

-Klebsiella pneumoniae

Presencia de halos de
Inhibicién en milimetros

(mm).

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024
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Tabla 4. Operacionalizacion de la variable independiente Composicién quimica del

extracto de las hojas de Amaranthus dubius

3. Definicion conceptual

1. Variable 2. Tipo de variable )
¢, Qué es?
Composicion Son  compuestos  derivados  del
quimica del metabolismo secundario de las plantas,

extracto de las
hojas de
Amaranthus dubius

Independiente
Cualitativa
Nominal

no tienen funcion reconocida en los
procesos vitales y tienen distribucion
restringida en el reino vegetal (Taiz vy
Zeiger, 2006).

4.Definicién
operacional

¢:, Como se mide?

5.Dimensiones

6. Indicador

Mediante métodos|

quimicos que dan

reacciones de|
color. (Pruebas|
Cualitativas

preliminares).

Las pruebas quimicas cualitativas a
realizar para:

-Alcaloides: prueba de Dragendorff,
\Wagner y Mayer.

-Triterpernos y/o Esteroles: prueba
de Liebermann Burchard.
-Compuestos fendlicos: prueba de
cloruro férrico.

-Saponinas: prueba de espuma.
-Taninos: prueba con gelatina.
-Flavonoides: prueba Shinoda y
NaOH al 10 %.

-Cumarinas: prueba con hidroxido
de amonio.

-Antraquinonas: prueba con
hidroxido de amonio.

-Quinonas: prueba con acido
sulfarico concentrado.

-Lactonas: ensayo de Baljet.
-Glucésidos cardioténicos: prueba
Keller-Kilani

-Alcaloides: aparicion de turbidez o
precipitado.

-Triterpenos y/o Esteroles: coloracion
azul o verde y rojo para triterpenos.
-Compuestos fendlicos: coloracién de
azul a negro.

- Saponinas: formacién de abundante
espuma.

-Taninos: precipitado blanco.
-Flavonoides: coloracion naranja a rojo
para flavonas; rojo para flavonoles y
magenta para flavononas.

-Cumarinas: La presencia de
fluorescencia azul violeta.
-Antragquinonas y quinonas: coloracion
roja.

-Lactonas: coloraciones roja, violeta o
rosa.

-Glucoésidos cardioténicos: anillo marron
0 violeta.

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.
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Hipotesis

Estudios anteriores de especies del género Amaranthus, han reportado la
presencia de diferentes metabolitos secundarios como compuestos
fendlicos, flavonoides, taninos y alcaloides; ademas de mostrar diversas
actividades biologicas, por lo que es de esperar que el extracto de etanol de
las hojas de Amaranthus dubius Mart presente una composicién quimica
similar y posea actividad antibacteriana frente a cepas Gram positivas y

Gram negativas de referencia internacional.
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Existen varios tipos de investigacion, los cuales revelan el grado de
elaboracién del proceso indagatorio. Especificamente, los tipos pueden ser:
exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva,
proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa (Hurtado, 2010). En tal
sentido, esta investigacion fue confirmatoria ya que se confirmé la relacion
causa-efecto entre la composiciéon quimica y la actividad antibacteriana de
las hojas de Amaranthus dubius Mart en cepas bacterianas de referencia

internacional.

Disefio de Investigacion

Para recolectar los datos se requiere métodos que refieran el disefio de
investigacion. Especificamente estas estrategias estan relacionadas con el
donde, cuando, se recolectaran los datos y con la amplitud de la
informacion. En tal sentido, el disefio de esta investigacion fue mixto, siendo
por lo tanto de campo (porque las hojas frescas de Amaranthus dubius Mart
se recolectaron directamente en el Municipio Tovar, Estado Mérida) y de
laboratorio (porque las muestras de hojas se procesaron en el Laboratorio
de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, con el fin de obtener
extractos de las hojas de Amaranthus mediante reflujo), ademas, el disefio

fue contemporaneo y transversal, ya que los datos se obtuvieron en el
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presente y se tomaron una sola vez. También fue bivariable, debido a que

hay una variable dependiente y otra independiente.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion estuvo representada por las hojas de la

especie Amaranthus dubius Matrt.

Seleccion del Tamaino de la Muestra

La muestra es un subconjunto o parte del universo o poblacién en que se
lleva a cabo la investigacion es decir, una parte representativa de la
poblacién (Arias, 2004). En este caso la muestra fue no probabilistica, la N

muestral fue 1,75 kilogramos de hojas frescas de Amaranthus dubius Mart.

Sistema de Variables

Las variables de esta investigacion son: Actividad Antibacteriana y
composicion de las hojas de Amaranthus dubius. Estan sistematizadas
como variables dependiente e independiente. La variable dependiente es:
actividad antibacteriana. La variable independiente es: La composicion

quimica.
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Instrumentos de Recoleccion de Datos

Un instrumento de recoleccibn de datos es un recurso que permite
registrar y almacenar informacion del proceso de investigacion, las técnicas
de recoleccion de datos se basan en las distintas formas de obtener la
informacion verbal o escrita (Arias, 2006). En esta investigacion se utilizaron
tablas y fotografias que permitieron clasificar las variables del estudio y
reportar los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico, asi como, la

presencia de halos de inhibicion microbiana en la prueba de susceptibilidad.

Procedimiento de la Investigacién

Para este estudio, se utilizé 1,75 kilogramos de hojas de Amaranthus
dubius Mart., posteriormente se procedié secarlas en estufa, se molieron y
se sometieron a un proceso de extraccion en caliente por reflujo. El solvente
que se utilizé fue etanol, con el fin de obtener un extracto, luego se aplicé el
tamizaje fitoquimico para identificar los grupos quimicos y se empleé el
método de Kirby-Bauer para determinar la actividad antibacteriana presente
en dichos extractos. A continuacion se describen los procedimientos que se

realizaron en esta investigacion:

Recoleccién del material vegetal

Se recolectaron 1,75 Kg de hojas de la planta de estudio en el sector El

Llano del Municipio Tovar del Estado Mérida.
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Obtencion de los extractos de la especie vegetal

Las hojas seleccionadas para el estudio se colocaron a secar en la
estufa a 40 °C posteriormente se molieron obteniendo un peso de 241,40 g,
para la obtencion de los extractos se pesaron 100 g del material vegetal, los
cuales, se agregaron en un balén redondo, seguidamente, se afiadieron 750
mL del solvente extractor (etanol) y 5 perlitas de ebullicion, después la
mezcla se someti6 a un proceso de extraccion por reflujo (con un
refrigerante de reflujo), a una temperatura de 50 °C hasta ebullicion, luego
se disminuy6 la temperatura y se mantuvo dicho proceso durante una hora
(hasta observar goteo de solvente por la superficie del balén), pasada la
hora se dejo enfriar para proceder a filtrar en un matraz haciendo uso de un
papel de filtro (Salazar, Jaime y Baca, 2010).

El siguiente procedimiento que se realiz6 fue la concentracién del
extracto, para lo cual se utilizé un rotavapor a presion reducida y a una
temperatura de 60 °C, con la finalidad de separar el extracto del solvente
extractor (ver Figura 10), y en un frasco de vidrio, el cual se pesoé
obteniéndose 98,64 g, se coloco el extracto, éste se llevo a la estufa durante
una semana a una temperatura de 40 ° C para el secado del extracto, luego
se peso obteniéndose 106,16 g, los cuales corresponden al frasco de vidrio

vacio mas el extracto de etanol (Delgado y Romo, 2022).
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Figura 10. Extraccion por reflujo.
Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.

Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en

el extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart

La evaluacion fitoquimica se realizd bajo la asesoria de la Prof. Alida
Pérez, aplicando un conjunto de pruebas cualitativas para conocer los
principales grupos de compuestos quimicos (metabolitos secundarios)
presentes en las hojas de la planta de interés que posee el extracto obtenido

en la extraccion previa. Las pruebas realizadas se describen a continuacion:
Reconocimiento de Alcaloides

En este ensayo se utlizaron los reactivos de Mayer, Wagner y
Dragendorff. Se tomd una porciébn del extracto etandlico, se le adiciono

acido clorhidrico (HCI) 0,1 N se calent6 en bafio de Maria y se esper6 a que

tomara temperatura ambiente (enfriamiento), esto para que se liberen las
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sales presentes en los alcaloides; luego se tomaron tres tubos de ensayo
debidamente identificados con cada reactivo, se adicion¢ cierta cantidad de
muestra en cada tubo junto con los reactivos de Mayer, Wagner y
Dragendorff hasta la aparicién de turbidez o precipitado. Se considera como
positiva las pruebas que formen un precipitado de naranja a rojo (Wagner),
precipitado de blanco a naranja (Mayer y Dragendorff) (Carvajal, Hata, Sierra
y Rueda, 2009).

Reconocimiento de esteroles y/o triterpenos

Se empled la reaccién de Lieberman Burchard; para lo cual se coloco
una pequefa porcién del extracto en un tubo para realizar una dilucién de la
siguiente forma: Cloroformo (70): Metanol (30). Luego, se agreg0 una
pequefia cantidad de la dilucion a un tubo previamente rotulado y se llevo al
ultrasonic para que se disolviera la muestra, posteriormente, se agrego
anhidrido acético al tubo y por las paredes del tubo con cuidado se adicion6
acido sulfarico observando el cambio de color de la reacciéon, tomando en
cuenta el color rojo positivo para triterpenos y el color verde positivo para

esteroles (Salazar, Jaime y Baca, 2010).

Reconocimiento de compuestos fendlicos

A un tubo de ensayo con extracto etandlico se le agregd una pequefia
cantidad de solvente (etanol) y se llevé al ultrasonic una vez se saco de alli
se le afiadio al tubo cloruro férrico (FeCls), la formacion de coloracion indica
presencia de compuestos fendlicos. La coloracién verde oscura o0 negra

indica la positividad de la prueba (Bermejo, Pereira, Cintra y Morales, 2014).
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Reconocimiento de saponinas

Para la determinacion de saponinas se realiza la prueba de altura y
estabilidad de espuma, para ello, se tomd un tubo de ensayo con muestra
del extracto etandlico, se agitd vigorosamente para ver la presencia de
espuma y tamafo indicando la positividad, de lo contrario si no se forma

espuma es negativo (Colina y Huaman, 2016).

Reconocimiento de taninos

Se realizé la prueba de la gelatina, para lo cual una pequefia porcion del
extracto diluido se mezcla con una solucion acuosa de gelatina, la aparicion
de un precipitado o rompimiento del medio indica la positividad del ensayo
(Colina'y Huaman, 2016).

Reconocimiento de flavonoides

Se empled la reaccion de Shinoda, para lo cual se utilizaron virutas de
magnesio, acido clorhidrico concentrado y el extracto de la especie, en otro
tubo se agregd una pequefia cantidad de hidroxido de sodio al 10 % y una
porcidon del extracto etandlico, la aparicion de una coloracion de naranja a
rojo es indicativo de la presencia de flavonoides (Carvajal, Hata, Sierra y
Rueda, 2009).

Reconocimiento de cumarinas

Se uso la reaccion con hidréxido de amonio concentrado, se agregdé a un

tubo el extracto de la planta y gotas de disolvente etanol, luego se agrego el
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hidroxido de amonio concentrado, la presencia de fluorescencia azul
indicaria la positividad de la prueba, esta se observd en un cuarto oscuro

con una lampara ultravioleta (Salazar, Jaime y Baca, 2010).

Reconocimiento de antraquinonas

Se empled el hidréxido de amonio concentrado el cual se agregd al
extracto en un tubo de ensayo previamente identificado y se observd si
habia o no viraje de color rojo, lo que indica positividad para antraquinonas

(Carvajal, Hata, Sierra y Rueda, 2009).

Reconocimiento de quinonas

Se coloc6 una pequefia porcion del extracto en una placa y se le agrego
acido sulfarico concentrado, luego se procedid a observar si en la superficie
de la placa se tornaba una coloracién rojo lo cual indica la presencia de

quinonas (Salazar, Jaime y Baca, 2010).

Reconocimiento de lactonas y sesquiterpenos

Para dicha determinacién una porcion del extracto se colocé en un tubo y
se llevo al ultrasonic, luego se le agrego hidroxido de sodio al 10 % y acido
clorhidrico, se evidencia la aparicion de un precipitado o coloracion (Pereira,

Vega, Almeida y Morales, 2009).
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Determinacion de la Actividad Antibacteriana del extracto de etanol de
las hojas de Amaranthus dubius Mart por el Método de Difusion en

disco (Kirby-Bauer)

Se utilizo la técnica de difusion en disco en agar Mueller- Hinton, método
originalmente descrito por Bauer y colaboradores (método de Kirby-Bauer).
Esta prueba se desarrollo en el Laboratorio de Actinomicetos del Instituto de
Investigacion de la Universidad de Los Andes (ULA). Bajo la asesoria de la

Prof. Yndra Cérdero y el auxiliar de laboratorio Emilio Salazar.

Bacterias Estudiadas

Para esta investigacion se utilizaron 5 especies de bacterias, 2 especies
pertenecientes a las bacterias Gram positivas y tres de tipo Gram negativas,
estas bacterias son cepas de la Coleccion de Cultivos de Tipo Americano
(ATCC), se obtuvieron del Cepario del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes (Tabla
5).

Tabla 5. Cepas de referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC).

Bacterias Gram positivas (ATCC)

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bacterias Gram negativas (ATCC)

Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Fuente: Tomado y modificado de CLSI, 2020.
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Preparacion de Placas

El medio de cultivo se prepar6 en placas de Petri, se colocd
aproximadamente 20 mL de agar Mueller- Hinton estéril y se dejo solidificar

a temperatura ambiente.

Preparacién de pre-inéculos bacterianos

Las cepas a ensayar se incuban en agar Mueller-Hinton a 37 °C por 16 a
18 horas antes de hacer el ensayo microbiano, ya que es en ese tiempo
donde las bacterias adquieren los nutrientes necesarios para su crecimiento,
especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o de multiplicacién en

la curva de crecimiento bacteriano (Anon, 2003).

Preparacién de los in6culos bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas,
se preparo el indculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose
de esta manera una pequeiia cantidad de colonias para luego ser
suspendidas en tubos 13x100 previamente estéril que contenian 5 mL de
una solucién de Cloruro de Sodio (NaCl) al 0,9 % hasta que alcanz6 una

turbidez equivalente al patrén de McFarland (0,5 x 108 UFC/mL).

Inoculacion de las placas

Una vez preparada las placas, se inocularon en forma homogénea en la
superficie de cada una de ellas con cada uno de los indculos bacterianos
previamente preparados en solucion de NaCl al 0,9 % (bacterias en estudio),

utilizando para ello un hisopo de algodon estéril.
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Preparacion y colocacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de didmetro
para realizar la actividad antibacteriana, los cuales se esterilizaron con luz
ultravioleta (UV), durante toda una noche. Previo a la preparacion del inéculo
se impregnaron los discos de papel con 10 pyL de la dilucién 10 mg/mL.
También se utilizaron discos de antibidticos comerciales (Eritromicina,
Ampicilina y Piperacilina) (Tabla 6) como control positivo con el fin de medir
la sensibilidad de los microorganismos a estudiar y como control negativo
discos impregnados con 10 pL del solvente dimetil sulfoxido (DMSO) (Anon,
2003).

Tabla 6. Antibioticos empleados como control positivo para el estudio de la

actividad antibacteriana.

Antibiéticos comerciales
Bacterias (ATCC) E AMP PIP

(15 ug) | (10 ug) | (100 pg)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 32 mm - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - 32 mm -
Escherichia coli ATCC 25922 - - 27 mm
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 - - 27 mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 27 mm

Leyenda: Lectura de los halos de la inhibicion de los antibiéticos realizados
en el laboratorio frente a cepas ATCC: Eritromicina ® (E), Ampicilina ®
(AMP), Piperacilina ® (PIP), Milimetros (mm).

Tomado y modificado de CLSI, 2020.
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Pre-incubacion e incubacién de las placas

Después de haber colocado los discos en las placas con agar Mueller-
Hinton previamente inoculados, estas se dejaron en la nevera a temperatura
de 4 °C aproximadamente durante 30 minutos (pre-incubacion), con la
finalidad de que los discos impregnados con sus diferentes muestras
difundieran a través del agar, para luego llevarlas a la estufa durante 24
horas a temperatura de 37 °C en posicion invertida en atmdésfera aerdébica

(incubacion).

Lectura de las placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo de
24 horas estas fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas con
una regla milimétrica. Donde se considerd un resultado positivo o sensible
(presencia de actividad antibacteriana) cuando se observé un halo de
inhibicion alrededor del disco, y se tomé como resultado negativo o
resistente (sin actividad antibacteriana) la ausencia de dicho halo. El
diametro de la zona de inhibicién producto de la actividad antibacteriana de
las muestras en estudio se expresd en milimetros (mm) (Bauer, Kirby,
Sherris y Turck, 1966).

Disefio de Andlisis de los Datos

Existen dos tipos de enfoques de investigacion: Cuantitativa y cualitativa,
segun lo han referido Palella y Martins (2010). En esta investigacion se
utilizaron ambos enfoques, a través de los cuales se analizaron los datos
obtenidos. El enfoque cuantitativo es secuencial y probatorio, estuvo dado

por la actividad antibacteriana del extracto de etanol de las hojas de
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Amaranthus dubius Mart, aqui se analizaron numéricamente los datos
recolectados de la unidad de investigacion en cuanto a al diametro del halo
de inhibicién, sin requerir andlisis estadistico. Por otra parte, el enfoque
cualitativo no se basa en expresiones numeéricas ni mediciones, sino en
caracteristicas, cualidades y observaciones de la unidad de investigacion, en
este caso estuvo representado por las caracteristicas quimicas observadas
en las reacciones o pruebas de identificacibn que se realizaron en el
tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Amaranthus
dubius Mart las cuales se basan en reacciones de color y precipitacion par

indicar la presencia de los compuestos quimicos estudiados.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Las hojas de Amaranthus dubius Mart, fueron sometidas a un proceso de
extraccion por reflujo, realizando un extracto con un solvente organico
(etanol) que fue concentrado hasta la sequedad con la implementacion de
un rotavapor a presion y temperatura controlada, obteniéndose 7,52 gramos

del extracto de etanol (Tabla 7).

Tabla 7. Pesos obtenidos y porcentaje de rendimiento del extracto vegetal

de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Matrt.

Parte de la Peso Peso del Rendimiento del
planta Extracto extracto
Hojas secas 100 gramos 7,52 gramos 7,52 %
molidas

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.

Segun afirman Ortega, Carretero y Villar (2002), una cantidad superior
a 1,5 gramos del extracto debe ser considerada como 6ptima para el andlisis
de la muestra, es decir, que se logré obtener una cantidad de extracto
vegetal suficiente para la evaluacion, luego, fue necesario calcular el
porcentaje de rendimiento de la misma. De acuerdo a Martinez, Ruiz, Arias
y Stashenko (2014), el porcentaje de rendimiento varia de acuerdo con el

tratamiento de la planta, es decir, que de acuerdo con su origen, los
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extractos naturales, artificiales y sintéticos difieren en el porcentaje de
rendimiento, en este caso, con base en lo estipulado por los autores, por
tratarse de un extracto de origen natural el rendimiento normalmente sera

bajo.

Estudio fitoquimico preliminar

El extracto de etanol obtenido de las hojas de Amaranthus dubius Mart
fue sometido a las pruebas quimicas preestablecidas para conocer los grupo
de metabolitos secundarios presentes en la muestra, la revelacion de cada
uno de los componentes quimicos fue cualitativa y se pudo observar
mediante reacciones quimicas como: viraje de color, precipitados, turbidez
del medio, produccion de espuma Yy fluorescencia por exposicién a la luz
ultravioleta (UV), lo cual fue el principal indicativo de la presencia de

metabolitos secundarios presentes en la especie (Tabla 8 y 9).

Tabla 8. Reporte de los resultados del estudio fitoquimico realizado al

extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart.

Metabolitos secundarios y pruebas Extracto de etanol
guimicas
Alcaloides
Dragendorff (+) Precipitado naranja
Wagner -
Mayer -
Triterpenos/esteroles
Lieberman-Burchard (+) verde —>esteroles
(+) rojo>triterpenos

Leyenda: Negativo: (-), Positivo: (+), Moderado: (++).

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.
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Tabla 8. Reporte de los resultados del estudio fitoquimico realizado al

extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart (continuacion).

Metabolitos secundarios y pruebas Extracto de etanol

guimicas

Compuestos fendlicos

Tricloruro férrico (+) verde

Saponinas

Altura de la espuma -

Taninos

Prueba de la gelatina -

Flavonoides

Shinoda -

Hidréxido de Sodio 10 % -

Cumarinas

Hidroxido de Amonio concentrado -

Antraquinonas

Hidroxido de Amonio -

Quinonas

Acido Sulfdrico concentrado -

Lactonas/ sesquiterpenos

Hidréxido de Sodio + Acido Clorhidrico -

Leyenda: Negativo: (-), Positivo: (+), Moderado: (++).

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.
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Tabla 9. Reporte ilustrado de los resultados (positivos) obtenidos del estudio

fitoquimico del extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart.

Prueba

Reporte

Prueba: Dragendorf
Metabolito determinado: Alcaloides
formacién de

Reporte: Positivo,

precipitado naranja.

Prueba: Lieberman-Burchard
Metabolito determinado:
Triterpenos/ esteroles.

Reporte: viraje de color verde para

esteroles rojo para triterpenos.

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.

Evaluaciéon de la Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana se determiné mediante el método de difusion

en disco en agar (Kirby-Bauer), en el extracto etandlico de las hojas de

Amaranthus dubius Mart, a una concentracion de 10 mg/mL, frente a las

diferentes cepas bacterianas ATCC: dos especies Gram positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212),

y tres especies Gram negativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 23357,
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).
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Los resultados de la actividad antibacteriana se muestran en la (Tabla 10 y

11).

Tabla 10. Resultados obtenidos en

la determinacion de

la Actividad

Antibacteriana del extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius

Mart.
Halos de inhibicion en milimetros de bacterias ATCC
Muestras S. aureus | E. faecalis | E. coli | P. aeruginosa | K. pneumoniae
ensayadas ATCC ATCC ATCC | ATCC ATCC
0 25923 29212 25922 | 27853 23357
10 mg/mL
EEH 10 8 8 7 8
Controles positivos
Eritromicina 32 - - - -
(E)
Ampicilina - 32 - - -
(AMP)
Piperacilina - - 27 27 27
(PIP)
Control negativo
DMSO 0 0 0 0 0

Leyenda: (EEH): Extracto de etanol de hojas, (DMSO): dimetilsulféxido.

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.
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Tabla 11. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana

del extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart.

Prueba: Difusion en disco en agar ( Kirby- Bauer)

Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Disco N° 5

Enterococcus faecalis
ATCC 29212
Disco N° 5

Escherichia coli
ATCC 25922
Disco N° 5

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Disco N° 5

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.
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Tabla 11. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana
del extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart

(continuacion).

Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357
Disco N°5

Fuente: Contreras, Soto y Lara, 2024.
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Discusiones

En esta investigacion se obtuvo mediante la técnica de reflujo en caliente
un extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart, dichos
extractos evidenciaron a través de pruebas quimicas cualitativas la
presencia de algunos metabolitos secundarios como esteroles, compuestos
fendlicos y alcaloides (Tabla 8). Asi mismo se estudid la actividad
antibacteriana mediante la técnica de difusion en disco en agar Mueller-
Hinton. Los resultados obtenidos en los estudios anteriores con respecto a la
caracterizacion fitoquimica y la determinacién de la actividad antibacteriana
de los extractos de especies de la familia Amaranthaceae presentaron
similitudes con respecto a esta investigacion.

El estudio realizado por Bari y Alfaki en 2023 para examinar los efectos
antibacterianos de un extracto de semillas de Amaranthus caudatus sobre
Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae, revelé la presencia de
taninos, favonoides, fenoles y proteinas, utilizando como método para el
analisis fitoquimico cromatografia de gases/espectrometria de masas, la
obtencion del extracto se realiz6 mediante el aparato de soxhlet utilizando
metanol como disolvente. La evaluacion de la actividad antibacteriana se
realizO mediante la técnica de difusion en pozo y dilucion en caldo
obteniendo como resultado la inhibicion del crecimiento de los
microorganismos a prueba, Acinetobacter baumannii 22 mm a 500 mg, 17
mm a 250 mg, 14 mm a 125 mg y Klebsiella pneumoniae 24 mm a 500 mg,
18 mm a 250 mg y 15 mm a 125 mg. En relacion a nuestra investigacion, el
analisis fitoquimico preliminar se realiz6 mediante pruebas colorimétricas,
logrando evidenciar la presencia de esteroles, compuestos fendlicos y
alcaloides en el extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius, el
cual se obtuvo mediante la técnica de reflujo en caliente. La actividad

antibacteriana se evalu6 mediante el método de difusién en disco en agar
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(Kiby-Bauer) obteniendo un halo de inhibicion de 8 mm frente a Klebsiella

pneumoniae, a una concentracion de 10 mg/mL.

El estudio realizado por Diaz y Tineo (2022), demostré que el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides contiene
metabolitos bioactivos como compuestos fendlicos, quinonas, triterpenos y
alcaloides, con respecto a la actividad antibacteriana frente a Escherichia
coli determinaron que el extracto de hojas presentd actividad antibacteriana
a diferentes porcentajes de concentracién. Los halos de inhibicion que
demuestran la actividad antibacteriana frente a Escherichia coli fueron de
13,13 + 0,26 mm al 100 %, de 12,62 + 0,32 mm al 75 % y de 11,11 + 0,28
mm al 50 %, para el control positivo (ciprofloxacino) fue de 26,63 + 0,26 mm.
En esta investigacion se determiné mediante ensayo fitoquimico la presencia
de compuestos fendlicos, esteroles y alcaloides en las hojas de Amaranthus
dubius Mart, en relacion a la actividad antibacteriana en nuestra
investigacion se obtuvo un halo de inhibiciébn de 8 mm frente a Escherichia
coli.

Asimismo, Guzman, Rodriguez y Rojas (2021), en su investigacion
obtuvieron un extracto etandlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides
al cual le realizaron tamizaje fitoquimico y determinacion de actividad
antibacteriana, obteniendo compuestos fendlicos, quinonas, triterpenos vy
alcaloides en el ensayo fitoquimico, en referencia a la actividad
antibacteriana el extracto a 500 mg/mL mostré actividad inhibitoria frente a
Staphylococcus aureus presentando un halo de inhibicion de 8,86 + 0,25
mm. Al establecer comparaciones, con nuestra investigacion se evidencio la
presencia de compuestos fendlicos, esteroles y alcaloides una vez realizado
el tamizaje fitoquimico, en lo que respecta a la actividad antibacteriana se

observd cierta sensibilidad, puesto que el extracto presenté un halo de
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inhibicion de 10 mm para Staphylococcus aureus a una concentracion 10
mg/mL.

Por otra parte, Cardona, Hincapié y Marin (2020), en su investigacion
sobre actividad antibacteriana de extractos de semillas de Chenopodium
quinoa Wild. Deteminaron que el extracto metandlico de la planta en estudio
a una concentracion de 20 mg/mL generd diametros promedio de inhibicion
de 28,33 mm para S. aureus y 30 mm para E. coli lo cual se catalogb como
baja sensibilidad, como control positivo utilizaron ampicilina (1 g/mL). En
esta investigacion el halo de inhibicién del extracto etandlico de las hojas de
Amaranthus dubius Mart frente a S. aureus fue de 10 mm usando como
control positivo eritromicina (15 pg) y 8 mm para E. coli usando peracilina
(100 pg) como control positivo, teniendo en cuenta la diferencia en la
especie, el solvente, la concentracion y la parte de la planta utilizada para la
investigacion.

La actividad antibacteriana del extracto de hojas de Amaranthus dubius
puede estar relacionada con los compuestos fendlicos presentes en el
extracto de la planta debido a sus propiedades proxidativas. Se observé que
las bacterias Gram positivas son mas sensibles al extracto de etanol de las
hojas de A. dubius que las bacterias Gram negativas. Debido a que las
bacterias Gram negativas tienen una membrana celular compleja que limita
la entrada de sustancias antibiéticas, impidiendo el acceso a la membrana
celular (Shegebayev y cols., 2023).

Los compuestos fendlicos son los fitoquimicos més simples constituidos
por un grupo fenol, los lugares y el nUmero de grupos hidroxilo (OH) en el
anillo parecen estar directamente relacionados con la toxicidad frente a los
microorganismos, de tal manera que un aumento la hidroxilacién esta ligado
a una mayor toxicidad. EI mecanismo de accion parece estar ligado con la

inhibicion enzimatica de los compuestos oxidados, posiblemente mediante
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reacciones de los grupos sulfihidrilo o por interacciones no especificas con
proteinas (Domingo y Lopez, 2003).

De acuerdo a su diversidad quimica los fenoles tienen funciones muy
diversas en las plantas, muchos tienen funciones citotdxicas importantes en
la defensa de las plantas. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Por lo tanto, juegan una serie de diferentes funciones como: la metabdlica,
de crecimiento, de reproduccion y de proteccion frente a organismos
patbgenos: virus, bacterias, hongos, protozoarios Yy nematodos,
depredadores: insectos y herbivoros, y de condiciones ambientales estrés y
radiacion ultravioleta. Muchos de estos compuestos son los responsables
del color de las plantas y de algunos de los efectos benéficos en la salud.
Asimismo tienen potencial en la industria alimentaria y farmacéutica, al
contener moléculas con diversas actividades bioldégicas como antioxidantes
y antimicrobianos, entre otras (Albarca y Petricevich, 2017).

Para realizar el estudio de la actividad antibacteriana en extractos de
plantas es necesario tener en cuenta la naturaleza del extracto, para
seleccionar la metodologia a emplear, asi para extractos no polares o
sustancias que no difundan bien en el agar es recomendable técnicas de
dilucién y no de difusién, asi mismo, la composicién quimica del medio de
cultivo puede influir en la actividad del extracto estudiado (Ramirez y Marin,
2009).

En esta investigacion se utilizé la técnica de difusion en disco en agar
este método de sensidiscos presenta varias desventajas , una de ellas es la
composicion quimica del papel de filtro whatman el cual estd compuesto por
celulosa (uniones b-(1-4) de mondmeros de glucosa), los cuales tienen
muchos grupos hidroxilo libres presentes en cada glucosa haciendo que la
superficie sea hidrofilica inteviniendo con algunos compuestos catiénicos de
los productos naturale absorbiéndolos en la superficie del disco e

impidiendo la difusién de estos en el agar, los compuestos apolares pueden
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no ser influenciados y difundir con mayor facilidad en el agar (Ramirez y
Marin, 2009).

Por su parte, las técnicas de dilucién en agar o en caldo empleadas en
algunos trabajos previos son Utiles para la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y presentan la ventaja de tener
mayor sensibilidad para cantidades o concentraciones pequefias (Ramirez y
Marin, 2009).

La eleccion de un solvente apropiado es un paso fundamental ya que
debe mostrar una alta selectividad en el proceso de extraccion. La eficiencia
tanto en términos cuantitativos como cualitativos de la extraccion esta
altamente influenciada por la polaridad del solvente seleccionado, el
solvente debe tener la capacidad de disolver el analito y minimizar la
extraccion simultanea de otros componentes presentes en la muestra. La
extraccién con solventes organicos es eficiente. Ademas, la temperatura
desempefia un papel significativo en la velocidad de extraccion. La
extraccion de compuestos fendlicos esta condicionada por la textura y
contenido acuoso de material vegetal. Para sustancias de alta y mediana
polaridad se utilizan solventes como acetato de etilo (medianamente polar)
etanol (polar) y metanol (altamente polar), por lo tanto, a mayor polaridad del
solvente mayor serd la efectividad de la extraccion de compuestos bioactivos

del material vegetal (Sailema, Salazar, Palacios, Carrera 'y Zambrano, 2023.

Por lo cual, existe la posibilidad de que los resultados obtenidos no hayan
sido mas significativos debido al solvente, el método de extraccion, y la
ubicacion geogréfica de la planta, ya que esta debe adaptarse a las
condiciones ambientales cambiantes (Alcamo, Floerke y Maerker, 2007).
Para la obtenciéon de mayor sensibilidad frente a las cepas bacterianas
estudiadas, se pudo haber utilizado mayor concentracion del extracto,

ademas de aplicar los métodos de dilucion para determinar la concentracién
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minima inhibitoria (CMI), lo cual es importante cuando se trabaja con

productos naturales (Ramirez y Marin, 2009).
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CAPITULO V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

1. La composicién quimica de los extractos se analizé mediante el ensayo
fitoquimico preliminar (Screening fitoquimico) logrando la identificacion de
metabolitos bioactivos como: compuestos fendlicos, esteroles y alcaloides
en el extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart, se obtuvo
un porcentaje de rendimiento del extracto de 7,52 %.

2. El extracto de etanol de las hojas de Amaranthus dubius Mart presenté
actividad antibacteriana contra las cepas S. aureus (10 mm), E. faecalis (8
mm), E. coli (8 mm), K. pneumoniae (7 mm) y P. aeruginosa (8 mm), a una
concentracion de 10 mg/mL.

3. Este trabajo representa la primera investigacion realizada sobre tamizaje
fitoquimico y actividad antibacteriana de Amaranthus dubius Mart en la

ciudad de Mérida, Venezuela.
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Recomendaciones

1. Analizar la composicién quimica de otras partes de la planta como tallos,
flores y raices.

2. Estudiar la actividad antibacteriana frente a otras cepas bacterianas
nosocomiales.

3. Utilizar otras técnicas como cromatografia de gases y espectrometria de
masas para la determinacion de metabolitos secundarios.

4. Analizar la actividad antibacteriana mediante otros métodos como difusion
en pozo, métodos de dilucidbn en agar o caldo nutritivo para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI).

5. Evaluar la actividad antifangica, antiparasitaria, antiinflamatoria,
antioxidante de los extractos de Amaranthus dubius Mart. Asi como su valor
nutricional.

6. Utilizar diferentes solventes para la obtencion de extractos vegetales y
establecer comparaciones en base a los resultados obtenidos.

7. Estudiar diferentes especies del genero Amaranthus que se encuentran

en el estado Mérida.
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