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RESUMEN

Las plantas han sido reconocidas y utilizadas como un medio alternativo a los
medicamentos, fundamentindose en conocimientos ancestrales para tratar y aliviar
enfermedades. Passiflora quadrangularis (badea) es una planta trepadora y nativa en
climas tropicales y no posee muchos estudios e investigaciones referentes a su actividad
antibacteriana, sin embargo, ha sido utilizada como medicina tradicional aprovechando
sus propiedades terapéuticas entre las cuales constan: antiflingicas, antiinflamatorias,
antioxidantes, incluyendo la actividad antibacteriana. En Ecuador, la sociedad se ve,
frecuentemente, afectada por enfermedades infecciosas causadas por Staphylococcus
aureus, provocando infecciones en la piel y vias respiratorias, volviéndose muy virulenta
debido a la resistencia bacteriana que presentan frente a varios antibioticos. El presente
trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto metanolico del tallo de Passiflora
quadrangularis mediante el método modificado de pozos en agar para inhibir
Staphylococcus aureus. El material vegetal de estudio fue recolectado en la parroquia
Jumon del cantdon Santa Rosa, provincia de El Oro; donde se fueron seleccionando de
manera minuciosa tallos sanos, libres de maltrato y contaminacion, lavados con agua
destilada y suero fisioldgico para posteriormente secarlos al ambiente y en una estufa a
50°C. Posteriormente, luego fueron triturados en un molino manual para la obtencion de
una pulverizacion fina de la droga vegetal, finalmente fue tamizada para conseguir un
polvo uniforme. Se realiz6 el control de calidad de la droga cruda aplicando el método
gravimétrico mediante la determinaciéon del porcentaje de humedad, porcentaje de
cenizas soluble y porcentaje de cenizas insolubles presentes en el tallo. Se obtuvo el
extracto metanolico del tallo por el método de maceracion al cual se le procedio a realizar
un analisis cualitativo de la composicion quimica que se llevd a cabo mediante varios
ensayos del tamizaje fitoquimico y reveladores de la cromatografia en capa delgada. Se
evalud la susceptibilidad antibacteriana del extracto concentrado del tallo de Passiflora
quadrangularis frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), utilizando diferentes
concentraciones que permitieron determinar la concentracion minima inhibitoria del
extracto concentrado. La droga utilizada para la presente investigacion se mantuvo dentro

de los limites de calidad establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud y



Farmacopea espafiola 2002, lo cual indicd que se encuentra apta para ser utilizada en la
presente investigacion. En el tamizaje fitoquimico se logrd evidenciar la presencia de
varios metabolitos secundarios como: flavonoides, taninos, fenoles y saponinas, que
fueron nuevamente detectados de manera preliminar mediante la cromatografia en capa
delgada que se efectud6 bajo la aplicacion de reveladores quimicos y fisicos,
manifestandose en la corrida cromatografica la presencia de manchas que caracterizan a
los metabolitos secundarios encontrados en el tamizaje fitoquimico. La actividad
antibacteriana del extracto metanolico de los tallos de Passiflora quadrangularis se
determind mediante el método modificado de pozos en agar utilizando diferentes
concentraciones del extracto (200 mg/mL, 400 mg/mL, 800 mg/mL), lo cual permiti6
comprobar la susceptibilidad a Staphylococcus aureus (ATCC 25923). La concentracion
minima inhibitoria del extracto concentrado que demostrd la sensibilidad fue a 400
mg/mL evidenciando el primer halo de inhibicién; sin embargo, en concentraciones de
200 mg/mL no mostr6 el halo de inhibicion evidenciandose resistencia de

Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Palabras claves: Passiflora quadrangularis, estudio fitoquimico, susceptibilidad

antibacteriana, Staphylococcus aureus, concentracion minima inhibitoria.



ABSTRACT

Through history, plants have been used as an alternative to medicines, based on ancestral
knowledge in order to treat and alleviate diseases. Following this idea, there is a climbing
plant native to tropical climates which has not been widely researched with regards to its
antibacterial activity, it is the Passiflora quadrangularis or Badea. This interesting
species has been used as a traditional medicine due to its therapeutic properties which
include antifungal, anti-inflammatory and antioxidants. In Ecuador, people are frequently
affected by infectious diseases caused by Staphylococcus aureus bacterium that causes
infections in the skin and respiratory tract that ended up being very virulent due to the
bacterial resistance they present against most antibiotics. The aim of this research work is
to evaluate the antibacterial activity of the secondary metabolites present in the
methanolic extract of the Passiflora quadrangularis, using the modified method of agar
wells to inhibit Staphylococcus aureus. The species used in this research was collected in
the Jumodn parish of Santa Rosa county, a province of El Oro. There, only healthy stems,
free of abuse and contamination, were collected. After that, the stems were washed with
distilled water and physiological serum to subsequently dry them in the fresh air. Finally,
the stems were placed in an oven at 50 ° C, and then transferred to a manual mill to
obtain a uniform powder. After obtaining the powder, a quality control was carried out by
using a gravimetric method which was applied to determine the percentage of moisture,
soluble ashes and insoluble ashes present in the stem. Moreover, the methanolic extract
of the stem was obtained by the method of maceration which consists in a qualitative
analysis of the chemical composition of the stems. This analysis was possible due to
several tests of phytochemical screening and the development of thin layer
chromatography carried out on the stems. These analyses were all carried out in order to
test the antibacterial susceptibility of the concentrated extract of Passiflora
quadrangularis stem against Staphylococcus aureus (ATCC 25923). It is important to
mention that the drug obtained from Passiflora quadrangularis remained within the
quality limits established by the Spanish World Health Organization and Pharmacopoeia,
which indicated that it is suitable for use in this research. During the phytochemical
screening it was possible to find the presence of several secondary metabolites such as:

flavonoids, tannins, phenols and saponins. These were also detected in a first attempt of



chromatography to the thin layer where chemical and physical developers were applied.
The presence of spots that characterize the secondary metabolites was also found in the
phytochemical screening. As a result of this investigation, by using the Modified Agar
Well method, the minimum amount of concentration of the extract of the stem of
Passiflora quadrangularis needed to fight the Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
bacterium, is 400 mg/mL. This means that any quantity inferior to 400 mg/mL, will not
be a threat to the bacterium. This was proven through a test using only 200 mg/mL,

where the bacterium displayed no resistance against the drug.

Keywords:  Passiflora  quadrangularis, phytochemical estudy, antimicrobial

susceptibility, Staphylococcus aureus, minimum inhibitory concentration.



CONTENIDO

INTRODUCCION
PROBLEMA
JUSTIFICACION
HIPOTESIS

IDENTIFICACION DE VARIABLES
Variable Independiente
Variable Dependiente

OBJETIVOS
Objetivo General
Objetivos Especificos

CAPITULO I. MARCO TEORICO
1.1. Passiflora quadrangularis (badea)
1.1.1.  Taxonomia
1.1.2. Origen y distribucion
1.1.3. Descripcion botanica
1.1.4. Composicion quimica de Passiflora quadrangularis
1.1.5. Usos medicinales y aplicacion
1.2. Fitoquimica
1.2.1.  Metabolitos secundarios
1.2.2. Metabolitos secundarios con accion antibacteriana
1.3. Staphylococcus aureus
1.3.1. Caracterizacion
1.4. Medios de cultivo
1.4.1.  Agar Mueller Hinton
1.5. Susceptibilidad antibacteriana
1.5.1. M¢étodo modificado de pozos en agar

CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS
2.1. Tipo de investigacion
2.2. Lugar de la Investigacion
2.3. Universo y Muestra
2.4. Descripcion del area de estudio
2.5. Caracteristicas de la zona del lugar de estudio
2.6. MATERIALES

pag.

11
12
13
14

14
14
14

15
15
15

16
16
16
16
16
17
17
17
17
18
18
19
19
19
20
20

21
21
21
21
21
21
22



2.6.1. Material Vegetal
2.6.2. Material Microbioldgico
2.6.3. Materiales de Laboratorio
2.6.3.1. Equipos
2.6.3.2. Materiales
2.6.3.3. Sustancias y reactivos
2.7. METODOS
2.7.1. Método para la obtencion de la droga vegetal
2.7.1.2. Recoleccion y seleccion
2.7.1.3. Preparacion de la muestra
2.7.2. Método gravimétrico para el control de calidad de la droga vegetal
2.7.2.1  Determinacion del porcentaje de humedad
2.7.2.2.  Determinacion de cenizas totales
2.7.2.3  Determinacion de cenizas solubles en agua
2.7.2.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico
2.7.3. Métodos de preparacion de los extractos organicos
2.7.3.1. Extracto liquido por maceracion
2.7.3.2. Extracto seco concentrado por rotoevaporador
2.7.4. Tamizaje fitoquimico
2.7.4.1. Determinacion de alcaloides
2.7.4.2. Determinacion de taninos
2.7.4.3. Determinacion de flavonoides
2.7.4.4. Determinacion de azucares reductores
2.7.4.5. Determinacion de saponinas
2.7.5. Cromatografia en capa delgada (CCD)
2.7.6. Método microbiologico
2.7.6.1. Método modificado de pozos en agar
2.7.8.  Analisis estadistico

CAPITULO III. RESULTADOS

3.1. Porcentajes obtenidos por el método gravimétrico de los tallos de Passiflora
quadrangularis

3.2. Obtencion del rendimiento del extracto metandlico
3.3. Tamizaje fitoquimico
3.4. Cromatografia en Capa Delgada (CCD)
3.4.1. Revelado fisico con luz UV 254 nm y 365 nm
3.4.2. Revelado quimico
3.5. Actividad antibacteriana ante Staphylococcus aureus
3.6. Discusion

CAPITULO IV. CONCLUSIONES

22
22
22
22
22
23
24
24
24
24
24
24
25
25
26
26
27
27
27
27
28
28
29
29
29
30
30
30

31

31
32
32
33
33
34
35
37

39



CAPITULO V. RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIiA

40
41



TABLAS

pag.

Tabla 1. Taxonomia de Passiflora quadrangularis 15

Tabla 2. Porcentaje de humedad, porcentaje de cenizas totales y cenizas solubles en agua

en droga cruda de Passiflora quadrangularis 30

Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en extracto metanolico 31

Tabla 4. Actividad antibacteriana del extracto de Passiflora quadrangularis 35



ILUSTRACIONES

pag.
Iustracion 1. Cromatografia en Capa Delgada (CCD) revelado con luz UV 254 nm 32
Ilustracion 2. Cromatografia en Capa Delgada (CCD) revelado con luz UV 365 nm 32
Ilustracién 3. Cromatografia en Capa Delgada (CCD) revelado con luz Acido Sulfarico
+ calor 32
Tlustracién 4. Cromatografia en Capa Delgada (CCD) revelado con luz Acido Sulfarico
+ Vainillina + calor 32
Hustracion 5. Crecimiento de Staphylococcus aureus en metanol puro 34

Ilustracion 6. Halos de inhibicion en agar Mueller Hinton mediante el método

modificado de pozos en agar 35



INTRODUCCION

Las plantas han sido reconocidas y utilizadas como un medio alternativo a los
medicamentos, fundamentandose en practicas y conocimientos de nuestros ancestros para
tratar y aliviar enfermedades '. Existen varios estudios de plantas medicinales que poseen
propiedades curativas gracias a los metabolitos secundarios que les proporciona su

actividad farmacologica.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2014, propone la investigacion de
la composicion quimica de plantas medicinales con la finalidad de brindar informacién
certera para la elaboracion de fitofarmacos o medicamentos herbarios que sean seguros,
eficaces, de calidad e inocuidad para el ser humano que ayuden atenuar o combatir

enfermedades en la poblacion ',

En Ecuador, la sociedad se ve frecuentemente afectada por enfermedades infecciosas
causadas por microorganismos patogenos, uno de los mdas frecuentes es la bacteria
Staphylococcus aureus, provocando infecciones en la piel y vias respiratorias, es una
bacteria que se encuentra cominmente en el ambiente, y que presenta resistencia debido

3. Por esta

al uso indiscriminado de antibioticos, causando infecciones mas agresivas
razén se ha visto la necesidad de investigar nuevos principios activos de plantas para

combatir enfermedades bacterianas.

Esta investigacion consiste en utilizar a Passiflora quadrangularis como recurso natural
fitoterapéutico, considerando que es utilizada en nuestro pais como medicina tradicional

debido a que posee propiedades farmacologicas entre ellas antifingicas y antioxidantes

20

Passiflora quadrangularis no posee muchos estudios e investigaciones cientificas
referentes a su actividad antibacteriana, por esta razon este estudio tendra como objetivo
evaluar la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
metanolico del tallo de Passiflora quadrangularis mediante el método modificado de

pozos en agar para la inhibicion de Staphylococcus aureus.

11



PROBLEMA

En la actualidad la resistencia bacteriana se esta convirtiendo en un problema critico de
salud publica a nivel mundial, ya que constantemente la sociedad esta siendo amenazada
por enfermedades de tipo bacterianas, esta situacion se presenta a causa del uso irracional
de los antibidticos que provocan que las bacterias muten genéticamente volviéndose

resistentes a estos medicamentos *.

Uno de los problemas que se esta presentando con mayor repercusion es especialmente
en cepas de Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina (SARM), bacteria que forma
parte de la flora basal de la piel y que se estad convirtiendo en un mayor riesgo de
incidencia en los ambientes hospitalarios **. El 16,3% de pacientes que se encuentran en
instituciones de salud publica se ven afectadas diariamente por infecciones causadas por

S. aureus, provocando problemas de susceptibilidad bacteriana ’.

Actualmente, Staphylococcus aureus se ha convertido en la bacteria més patdogena en
comparacion a otros microorganismos, y es considerada de alto riesgo para la poblacion

debido a que esta siendo la causante de altas tasas de mortalidad en el mundo ®.

Por esta razon se ha visto la necesidad de buscar nuevas alternativas que logren inhibir
Staphylococcus aureus, aprovechando la gran diversidad de flora presente en Ecuador y
tomando a Passiflora quadrangularis como un recurso principal, utilizando sus extractos
que contienen metabolitos secundarios y que podrian lograr resolver algunos de los

problemas de salud de la sociedad en general *'°.

La especie de Passiflora quadrangularis ha sido utilizada por nuestros ancestros en
Latinoamérica y especialmente en Ecuador como medicina natural en el tratamiento de
dolencias e infecciones producidas por microorganismos que hasta ese tiempo no eran

identificados cientificamente '°.

12



JUSTIFICACION

La resistencia bacteriana se ha convertido en un problema emergente a nivel mundial,
esto se debe al uso inadecuado e irracional de los antimicrobianos, llegando a generar

cifras de morbilidad y mortalidad dificiles de cuantificar.

Una de las causas mas frecuentes de enfermedades nosocomiales se debe a la bacteria
Staphylococcus aureus que en la actualidad se encuentra provocando un grave problema
de salud para la sociedad, volviéndose cada vez mas resistente a diferentes tipos de
antibioticos, debido a que es una bacteria muy versatil, generando rdpidamente

mutaciones genéticas en su estructura ''.

Segun la OMS en el afio 2018, se ha incrementado la resistencia de infecciones de tipo
bacteriano en el mundo, el sistema GLASS de vigilancia de resistencia de antibioticos
emite un informe anual donde manifiesta el incremento de la susceptibilidad bacteriana
afectando a casi 500.000 personas en las que se sospechaba enfermedades causadas por
infecciones bacterianas '%, siendo las mas frecuentes S. aureus, E. coli, K. pneumoniae y
S. pneumoniae provocando desde infecciones mas simples hasta infecciones mas

peligrosas como neumonia, en un promedio de 22 paises '*".

Ecuador es un pais que posee una gran biodiversidad de plantas que son utilizadas por la
poblacion ecuatoriana en un 80% como medicina alternativa, haciendo uso de sus
extractos para aliviar o curar enfermedades, especialmente en las zonas rurales, cabe
recalcar que Passiflora quadrangularis es una planta que crece en Ecuador y que a pesar
de tener varias utilidades en la medicina tradicional, no ha sido estudiada en su totalidad

en este pais .

Por esta razon, el presente trabajo de investigacion estd encaminado al estudio
fitoquimico de los tallos de Passiflora quadrangularis, para conocer los metabolitos
secundarios presentes en esta planta, ya que de acuerdo a estudios cientificos realizados
en Latinoamérica son los que le proporcionan su accion terapéutica y de esta manera
poder conocer si presenta actividad antibacteriana que logre la inhibicion de

Staphylococcus aureus.

13



HIPOTESIS

El extracto metandlico obtenido de los tallos de Passiflora quadrangularis contienen

metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus.

IDENTIFICACION DE VARIABLES

Variable Independiente

- Presencia de metabolitos secundarios.

Variable Dependiente

- Susceptibilidad de Staphylococcus aureus.

14



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto metandlico del tallo de Passiflora quadrangularis mediante el método

modificado de pozos en agar para la inhibicidon de Staphylococcus aureus.

Objetivos Especificos

e [Evaluar la composicion quimica del extracto metanolico del tallo de Passiflora
quadrangularis.

e Evaluar la susceptibilidad de Staphylococcus aureus frente al extracto metanolico
del tallo de Passiflora quadrangularis.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria del extracto metanolico del tallo

de Passiflora quadrangularis ante Staphylococcus aureus.

15



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Passiflora quadrangularis (badea)

1.1.1. Taxonomia

La tabla 1 indica la clasificacion taxonémica de Passiflora quadrangularis.

Tabla 1. Taxonomia de Passiflora quadrangularis.

Reino Plantae

Division Angiospermae

Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Dilleniidae

Familia Passifloracea

Género Passiflora

Especie P. quadrangularis

Orden Violales

Fuente: Mufioz Garcés Diana Isabel (2016) 1°.

1.1.2. Origen y distribucion

La mayor parte de las especies de Passiflora son distribuidas en América Central y
América del Sur '°. Passiflora quadrangularis es cultivada ampliamente en regiones con
climas tropicales y subtropicales de América del Sur, crece a una temperatura que oscila

entre 20°C a 25°C con una altitud entre 0 a 1000 msnm .

En Ecuador en la Provincia de El Oro crece una gran variedad de Passiflora
quadrangularis en las zonas rurales de los cantones Santa Rosa, Machala y El Guabo,

que se caracterizan por poseer climas tropicales.

1.1.3. Descripcion botanica

La especie de Passiflora quadrangularis cominmente conocida en Ecuador como badea
se caracteriza principalmente por ser una especie de planta trepadora perteneciente a la

familia Passifloraceae '*.

16



Posee tallos lisos, fuertes, gruesos y toscos de forma cuadrangular y espiral que llegan a
medir hasta 50 metros, sus hojas son de color verde de forma oval de 8 a 15 cm de ancho

y 10 a 30 cm de largo.

Sus flores son de colores llamativos y poseen una gran fragancia floral '°

, sus sépalos son
de color verde en su parte exterior y en su interior de color blanco y rosado, presenta
pétalos rojos en su lado interno y blancos en su lado externo, su corona tiene 5 apéndices
con pétalos de color morado proporcionando una gran ventaja para la atraccion visual de

sus polinizantes como son los insectos '*'°.

Su fruto es conocido como la fruta de la pasion '° y su forma es ovalada con textura
carnosa y blanda de color amarillo palido o blanco que miden 25 cm de largo,

aproximadamente, sus semillas son duras de color negro.

1.1.4. Composicion quimica de Passiflora quadrangularis

Seguin investigaciones cientificas '’ las plantas del género Passiflora contienen una gran

variedad de metabolitos secundarios como alcaloides, fenoles, flavonoides y terpenos.

1.1.5. Usos medicinales y aplicacion

Passiflora quadrangularis, es utilizada como medicina tradicional como una fuente
natural para prevenir problemas de hipertension, sedante y para el tratamiento de

enfermedades infecciosas causadas por microorganismos 2.

1.2. Fitoquimica
1.2.1.  Metabolitos secundarios
Las plantas tienen la capacidad de producir una gran variedad de metabolitos secundarios
que son utilizados por ellas para su subsistencia como mecanismo de adaptacioén en los
diferentes climas que existen en el mundo y como defensa contra microorganismo e

insectos 2!

Los metabolitos secundarios tienen la capacidad de brindar a las especies vegetales sus

diversas propiedades farmacoldgicas que son aprovechados para la elaboracion de
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muchos medicamentos de origen herbarios, son los que permiten que la planta logre la

interaccion ecoldgica con su entorno .

1.2.2. Metabolitos secundarios con accion antibacteriana

Los metabolitos secundarios que pueden brindarle la actividad antibacteriana a los
extractos vegetales son las saponinas, flavonoides, taninos, compuestos fendlicos y

quinonas *.

- Saponinas: las saponinas son glicosidos hidrosolubles forman parte de los
metabolitos secundarios que tienen un amplio potencial farmacologico .

- Taninos: son metabolitos secundarios pertenecientes al grupo de los compuestos
fendlicos y estan clasificados en dos grupos los condensados que son conocidos
como proantiocianidinas y los taninos hidrolizados *.

- Fenoles: los fenoles son metabolitos secundarios que se encuentran distribuidos
ampliamente en especies vegetales y estdn compuestos por un anillo aromatico
(fenil) que se encuentra unido a un grupo hidroxilo (OH) 2>,

- Flavonoides: los flavonoides son el grupo mas importante de los compuestos
fendlicos que principalmente consiste en flavonoles, flavonas, antocianidas; todos
estos metabolitos estan formados por un nucleo flavan que tiene dos anillos
aromaticos (A y B) junto a seis atomos de carbono conectados por un heterociclo

incluyendo un anillo C (tres atomos de carbono) 2%,

1.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, catalasa positiva, que presenta
mayor importancia clinica para el ser humano debido a que puede convertirse en la
especie mas patdgena en infecciones de piel y zonas blandas *-°. Esta bacteria forma
parte de la flora normal de las superficies de las mucosas y de la piel de los seres

humanos *°.

En los ambientes hospitalarios S. aureus es uno de los principales agentes que causan
infecciones intrahospitalarias en cuanto a los cuidados sanitarios que se realizan en

pacientes que presentan heridas quirurgicas *°.
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Una de las principales caracteristicas de S. aureus es que tiene la gran capacidad de
adquirir mecanismos de resistencia dentro de su estructura genética ante los antibioticos,

convirtiéndose asi en un problema de salud para la poblacion mas susceptible *'.

1.3.1. Caracterizacion

Staphylococcus aureus en observacion al microscopio mediante una tincion de Gram
presenta una morfologia de cocos Gram positivos que se encuentran agrupados en forma

de racimos, que miden, aproximadamente, entre 0,5 um a 1,5 pm *°.

S. aureus presenta en agar sangre colonias convexas de color amarillo con apariencia
cremosa brillantes y bordes enteros **. En este medio de cultivo se logra observar que S.

aureus forma alrededor de sus colonias hemolisis beta.

En la caracterizacion enzimatica S. aureus es catalasa positiva presentando burbujas,
coagulasa positivo por formacion de un coagulo, DNAsa positivo y también fermenta el
manitol, lo que permite diferenciar de las diferentes especies que tiene el género

Staphylococcus **.

1.4. Medios de cultivo

Los medios de cultivos son fundamentales en el campo microbiologico, favorecen el
crecimiento de microorganismos de interés para su identificacion y observacion. Estan
compuestos de nutrientes que ayudan a que las bacterias tengan un medio adecuado para
su crecimiento, ademas implica someter a multiples condiciones necesarias como son su

temperatura, humedad, grados de alcalinidad o acidez adecuados.

1.4.1.  Agar Mueller Hinton
Este medio de cultivo es muy utilizado en ensayos de susceptibilidad antibacteriana
frente a los distintos antibidticos que se desean investigar. Una de las desventajas
principales es que este medio de cultivo es higroscédpico (logra absorber humedad muy
rapido), por lo que el agar forma grumos y puede perder su eficacia. Es de color amarillo

claro y necesita ser autoclavado a 121° C durante un tiempo de 15 minutos.
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1.5. Susceptibilidad antibacteriana

La susceptibilidad antibacteriana son pruebas que se realizan in vitro y que tienen como
finalidad evaluar la susceptibilidad de las cepas bacterianas (si son sensibles o
resistentes). Estas pruebas forman parte de un seguimiento indispensable para la verificar

la eficacia de tratamientos con antibidticos.

Los antibidticos son medicamentos que pueden ser de origen natural o sintético y tienen
la finalidad de matar o lograr inhibir el crecimiento de las bacterias susceptibles **. En la
actualidad el mal uso o abuso excesivo de los antibidticos ha provocado que las bacterias

se vuelvan resistentes y comprometen la efectividad ante estos tratamientos **.

Por esta razon se ha generado mucho interés en la busqueda de plantas medicinales que
tengan metabolitos secundarios con interés farmacologico que logre reemplazar estos
antibioticos **. Para ello se realizan pruebas mediante métodos de susceptibilidad
antibacteriana que logran apoyar a los investigadores en las terapias antibacterianas

contra aquellos procesos infecciosos que producen las mismas, evaluando asi su

sensibilidad *.

1.5.1. Método modificado de pozos en agar

El método modificado de pozos en agar es uno de los principales que se utilizan para la
evaluacion de la susceptibilidad antibacteriana, el cual permite determinar el efecto
antibacteriano que poseen los extractos de plantas naturales sobre las bacterias que son de

interés para las investigaciones *.

Los resultados que se obtienen en este método son mediante mediciones de los diametros

que presentan los halos de inhibicion que son producidos por efecto de los extractos *°.

Segtn investigaciones realizada por los autores Montero, M.; Vayas, L.; Avilés, D.;
Pazmifio, P.; Erazo, V., 2018 ** el método modificado de pozos en agar es el que presenta

mayor sensibilidad comparado con el método de Kirby-Bauer.
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Tipo de investigacion

Exploratorio.- Se realiz6 un estudio meticuloso de la planta Passiflora quadrangularis
tanto de sus propiedades y componentes que posee la misma; también su ubicacion y
zona de plantacion.

Observacional.- Es un estudio donde se observa la posible actividad antibacteriana del
extracto metandlico de los tallos de Passiflora quadrangularis.

2.2. Lugar de la Investigacion

La presente investigacion fue realizada en la Universidad Técnica de Machala en el
Laboratorio de Investigacion Fitoquimica, Laboratorio de Investigacion de Anélisis
Orgénico y Laboratorio de Bromatologia de la Unidad Académica de Ciencias Quimicas

y de la Salud.

2.3. Universo y Muestra

Universo.- 4 plantas de Passiflora quadrangularis recolectada en la Provincia de El Oro,

Canton Santa Rosa en la Parroquia urbana Jumon.

Muestra.- Para el estudio e investigacion respectiva se utilizaron 95 tallos de Passiflora

quadrangularis.

2.4. Descripcion del area de estudio

El estudio fue realizado en el canton Santa Rosa, provincia de El Oro en la zona 7. El
area de estudio esta localizado en la Parroquia urbana Jumon, sitio Miraflores, sembrada

en la Finca Montafio Flores -3.464846,-80.0035729.

2.5. Caracteristicas de la zona del lugar de estudio

La planta Passiflora quadrangularis esta cultivada en una finca la cual posee un suelo
humifero muy fértil y rico en abono de materia organica, donde se cultivan frutos y
vegetales para su venta y consumo, la zona cuenta con un clima tropical, lo cual favorece
el crecimiento de Passiflora quadrangularis. Su mantenimiento y control de riego es

realizado por agricultores y propietarios de la finca.
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2.6. MATERIALES
2.6.1. Material Vegetal

- Tallos de Passiflora quadrangularis.

2.6.2. Material Microbiolégico

- Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

2.6.3. Materiales de Laboratorio

2.6.3.1. Equipos

-  Tamiz

- Estufa Memmert

- Balanza analitica

- Mufla Thermolyne

- Molino casero

- Autoclave Fanem (Vertical modelo 415)

- Incubadora Incucell

- Ultrasonic (Bath 5.7L Fisher Scientific)

- Turbidometer (0.5 Mcfarland)

- Rotoevaporador (Heidolph Rotary Evaporator Laborota 4001 efficient)

- TLC (Thin Layer Chromatography) plates silica gel matrix UV 254 0.25nm de
espesor

- Campana

- Cocineta eléctrica

2.6.3.2. Materiales
- Capsulas de porcelana
- Cirisol de porcelana
- Vasos de precipitacion de 50 mL y 100 mL
- Pipetas graduadas de 5 mL, 10 mL y 50 mL
- Pipetas volumétricas de 1 mL, 5 mL y 10 mL.

- Matraz Erlenmeyer de 250 mL, 500 mL, y 1000 mL
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Varilla de vidrio

Papel aluminio

Lapiz graso

Tijeras

Papel filtro poroso

Gasas

Papel absorbente

Hisopos estériles

Pinzas estériles

Mechero de alcohol

Asa de platino punta redonda
Cajas Petri estériles

Fundas herméticas de plastico
Soporte

Gradillas

Espatula

Bata de laboratorio
Mascarilla

Guantes

Zapatones

Cofia

2.6.3.3. Sustancias y reactivos

Agua destilada

Metanol 99% de pureza
Alcohol potable

Alcohol industrial

Agar Mueller Hinton

Agar sangre de cordero 5%
Agar Manitol Salado

Suero fisiologico
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2.7. METODOS
2.7.1. Método para la obtencion de la droga vegetal
2.7.1.2. Recoleccion y seleccion

Este proceso permitio separar los tallos de las plantas que van a ser utilizados en este
estudio, los tallos fueron recolectados en horas de la manana y la tarde con la finalidad de
no provocar dafios en la planta, cortados con un machete previamente esterilizado, luego
fueron seleccionados de manera minuciosa, que no presenten dafios por insectos o
nematodos, maltrato o contaminacion por alguna materia inorganica que pueda provocar

alteraciones en la investigacion.

2.7.1.3. Preparacion de la muestra

El lavado de los tallos se realizo con agua potable para eliminar el polvo, luego con agua
destilada y suero fisioldgico para obtener tallos libres de contaminacion, utilizando las
debidas medidas de asepsia. Luego, se procedio6 al secado de los tallos que fue realizado
al ambiente durante 2 dias en una prensa artesanal con mallas dentro de una habitacion
totalmente estéril y libre de exposicion directa a los rayos solares y fuertes corrientes de
aire. Posteriormente fue secada en una estufa a 50 °C por 48 horas. La planta seca fue
cortada en tamafios de 15 cm, aproximadamente, y triturada en un molino manual, para
obtener su pulverizacion fue tamizada con tamiz N° 18 para conseguir un polvo uniforme
de la droga vegetal, este proceso permite la liberacion de humedad presente en la materia
vegetal para evitar el crecimiento de microorganismos. Finalmente se procedi6 a triturar,

pulverizar y tamizar el material vegetal.

2.7.2. Método gravimétrico para el control de calidad de la droga

vegetal
2.7.2.1 Determinacion del porcentaje de humedad

Se entiende por porcentaje de humedad a la pérdida de agua que contiene la droga
vegetal y que es llevada a desecacion hasta que la droga tenga un peso constante. Se peséd
la droga cruda, la cual fue transferida a una capsula de porcelana previamente desecada y

tarada *°.
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La cépsula con la muestra fue llevada a una estufa de secado marca Mermet a una
temperatura de 105 °C durante 3 horas hasta lograr obtener un peso constante, luego se
procedié a colocar la capsula en el desecador con la finalidad de que alcance una
temperatura ambiente durante un tiempo de 20 minutos y después se procedié a pesar en

una balanza analitica *.
Los resultados se expresaron de la siguiente manera:

%H = M2 % 100

%H= porcentaje del contenido de humedad en la muestra en estudio
M= gramos de la cépsula vacia tarada

M1= gramos de la capsula con la muestra desecada

M2= gramos de las capsula con la muestra en estudio

100= factor matematico

2.7.2.2. Determinacion de cenizas totales

Se pesa la droga pulverizada en un crisol de porcelana previamente tarado, fue trasladado
a una mufla para su carbonizacioén e incineracion a 750° C por 3 horas, posteriormente
fue colocada en un desecador durante 20 minutos para proceder a su pesado en una

balanza analitica *°.

Los resultados fueron reemplazados en la siguiente férmula:

%CT =222 x 100

%CT = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = gramos del crisol vacio

M 1= gramos del crisol con la muestra

M2= gramos del crisol con la ceniza

100= factor matematico

2.7.2.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales que se obtuvieron se le agregd 20 mL de agua destilada, se tapod con

una luna de reloj y fue llevada a una cocineta eléctrica para calentar durante 5 minutos,
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posteriormente fue filtrada con un papel filtro libre de cenizas previamente tarado, el
papel filtro fue calcinado con la ayuda de un mechero y colocado en el crisol para ser
llevado a una mufla durante 2 horas para su calcinacion e incineracion, se enftrio el crisol
en un desecador durante 20 minutos y pesado en una balanza analitica *.

Los resultados se expresaron de la siguiente manera:

%CA = 28 % 100

%CA = porcentaje de cenizas solubles en agua.

M2 = gramos del crisol con las cenizas totales.

Ma = gramos del crisol con las cenizas insolubles en agua.
M1 = gramos del crisol con la muestra de estudio.

M = gramos del crisol vacio.

100 = factor matematico.

2.7.2.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

A las cenizas totales se las coloca en un crisol y se agrega HCI, se procede a taparlo. Se
calienta en bafio maria, la solucidon obtenida es filtrada, el residuo se lava con agua
caliente. El filtrado se lleva a desecacion, se transfiere a un crisol para ser incinerado en
una mufla. El resultado final es colocado en un desecador, pesado y se repite hasta

obtener una masa constante *. Expresion de resultados:

%CI = &22e x 100

%CI = porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base hidratada.
M2 = gramos del crisol con las cenizas totales.

Ma = gramos del crisol con las cenizas insolubles en agua.

M1 = gramos del crisol con la muestra de estudio.

M = gramos del crisol vacio.

100 = factor matematico.

2.7.3. Métodos de preparacion de los extractos organicos

La preparacion de los extractos nos permite extraer los metabolitos secundarios que

contiene la planta mediante el disolvente utilizado que es el metanol.
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2.7.3.1. Extracto liquido por maceracion

Este método fue aplicado para no alterar los principios activos por el calor, para la cual se
procedid a pesar 20 g de la droga vegetal y se humectd durante 45 minutos con 40 mL de
metanol 99.9% grados analitico de pureza, luego se completd con 60 mL de metanol, se
lo dejo reposar durante 3 dias y fue movido el dia 2 con la finalidad de favorecer en el
proceso de extraccion.

Los extractos fueron filtrados mediante un papel filtro libre de cenizas. El extracto fue
almacenado en un frasco de vidrio color ambar, los cuales fueron previamente

etiquetados, hasta la ejecucion de su posterior analisis.

2.7.3.2. Extracto seco concentrado por rotoevaporador
Para la obtencion del extracto seco se peso 20 g de la droga en 100 mL de metanol 99.9%
grado analitico de pureza, luego fue llevado a ultrasonido por 45 minutos y
posteriormente fue llevado a sequedad en el rotoevaporador al vacio hasta obtener el
extracto concentrado libre de metanol. La muestra del extracto seco obtenido fue pesada
en una balanza analitica para obtener el rendimiento obtenido de ese extracto.

Para expresar los resultados del extracto seco se utilizé la siguiente ecuacion:

o %100
%Rendimiento = ===

2.7.4. Tamizaje fitoquimico

Se realiz6 la identificacion de metabolitos secundarios de manera cualitativa presentes en
los tallos de Passiflora quadrangularis en un extracto alcohdlico, de la siguiente manera
36:
2.7.4.1. Determinacion de alcaloides
- Ensayo de Dragendorff:

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, sila alicuota del extracto
esta disuelta en un solvente orgédnico, este debe evaporarse en bafio de agua mariay
el residuo volverse a disolver en 1 mL de acido clorhidrico al 1% en agua. Si el extracto
es acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de 4cido clorhidrico concentrado, (calentar
suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion acuosa éacida se realiza el
ensayo, anadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorft, si hay opalescencia se considera

(+), turbidez definida (++), precipitado (+++).
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- Ensayo de Mayer:
Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucidon acida. Anadir una
pizca de CINa en polvo, agite y filtre. Afiada 2 6 3 gotas de la solucion reactiva de

Mayer, si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

- Ensayo de Wagner:
Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion acida, afiadiendo 2 6 3 gotas
del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.
Observacion: En el caso de alcaloides cuaternarios, éstos solo se encontraran en el
extracto acuoso y para considerar su presencia la reaccion debe ser (++) 6 (+++), en
todos los casos, ya que un resultado (+), puede provenir de una extraccion incompleta de

bases primarias, secundarias o terciarias.
2.7.4.2. Determinacion de taninos

- Ensayo del cloruro férrico:

Permite reconocer la presencia de compuestos fenolicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcohélico se le adicionan 3 gotas de
una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucidn salina fisiologica (cloruro de sodio al
0.9% en agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos.
A una alicuota del extracto se anade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5% en solucién salina fisioldgica, un ensayo positivo
puede dar la siguiente informacion general:

Coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.

Coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

Coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
2.7.4.3. Determinacion de flavonoides

Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto
vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de acido
clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metéalico. Se espera 5

minutos después de la reaccion y se afiade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan las fases
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y se deja reposar hasta observar separacion. Si la alicuota del extracto se encuentra en

agua, se procede de igual forma, a partir de la adicion del acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,

naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos.
2.7.4.4. Determinacion de azucares reductores

Ensayo de Fehling: Permite reconocer la presencia de azlicares reductores. Para ello, si
la alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio
maria y el residuo volverse a disolver en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo
y se calienta en bafio maria de 5 a 10 minutos la mezcla. Se considera el ensayo positivo

si la solucion se colorea de rojo o aparece precipitado rojo.
2.7.4.5. Determinacion de saponinas

Ensayo de espuma: Permite reconocer saponinas tanto de tipo esteroidal como
triterpénicas. Se diluye la solucion con 5 veces su volumen en agua y se agita
fuertemente la mezcla durante unos 5 a 10 minutos. Se considera positivo el ensayo si
aparece espuma en la superficie del liquido con una altura de mas de 2 mm y ademas si la

espuma persiste por mas de 2 minutos.
2.7.5. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Para el andlisis cualitativo de CCD se utiliz6 como fase estacionaria placas de Silica Gel
fluorescent UV 254 MACHEREY-NAGEL 0.25 mm de espesor *¢.

Las placas fueron colocadas sobre una base de vidrio sosteniéndola por los extremos y
cortadas con un bisturi, con un lapiz fueron sefialados los puntos donde sera aplicada la
muestra y se procedié a tomarla con un capilar de vidrio haciendo aplicaciones pequefias
sobre la placa y secadas al ambiente.

Para la corrida cromatografica se utiliz6 una cdmara de extractor de gases bajo
temperatura ambiente 25-29 °C *.

La fase movil utilizada fue una mezcla de disolventes quimicamente puros: butanol:

acido acético: agua destilada (65:25:10) .
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Luego de la corrida cromatografica, la placa fue secada a temperatura ambiente y bajo la
corriente de aire de la campana de laboratorio.

Los revelados que se realizaron fueron dos: fisico y quimico. El revelado fisico se realizé
mediante luz UV con una longitud de onda de 254 nm y 365 nm; para el revelado
quimico se utilizaron dos técnicas: acido sulfurico+calor (compuestos fenolicos) y acido
sulfurico+calor+vainillina-+calor (fenoles, terpenos y saponinas) *.

Las placas fueron rociadas con un nebulizador y colocadas en una plancha de
calentamiento a temperatura de 105 y 110 °C durante un tiempo de 3-5 minutos, hasta

observar una modificacion en su apariencia *°.
2.7.6. Método microbiologico

2.7.6.1. Método modificado de pozos en agar
Para la evaluacidon antibacteriana se obtuvo una cepa de la bacteria S. aureus (ATCC
25923) que fue diluida en tubo de ensayo utilizando 5 mL de suero fisiologico hasta
obtener una solucion a 0.5 en la escala de McFarland, que es un patrén de turbidez. Se
utilizé cajas Petri desechables con agar Mueller Hinton, en las cuales se inocularon con
cepas de S. aureus mediante la técnica de plateado. Posteriormente con la ayuda de un
sacabocados de 6 mm de diametro, se procedid a realizar perforaciones en el agar
Mueller Hinton *. A cada uno de los pocillos se le afiadio 50 pl del extracto metanolico
concentrado de Passiflora quadrangularis por triplicado, dejando secar por 10 minutos y
luego placas fueron incubadas a 35+2°C por 24 horas. Todo este procedimiento se realizo
en una camara de flujo laminar para conservar el ambiente estéril y seguir las respectivas
normas de bioseguridad *. Para los resultados se mide la sensibilidad o resistencia

mediante la presencia de los halos de inhibicién.
2.7.8.  Analisis estadistico

El andlisis del control de calidad de la droga cruda del tallo de Passiflora quadrangularis
fue procesado mediante el software IBM SPSS 21, expresados como media/desviacion

estandar, con un nivel significativo (p=0.05).
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CAPITULO III. RESULTADOS

3.1. Porcentajes obtenidos por el método gravimétrico de los tallos de Passiflora

quadrangularis

La tabla 2 muestra los porcentajes obtenidos en el método gravimétrico para el control de
calidad de la droga vegetal.

Tabla 2. Porcentaje de humedad, porcentaje de cenizas totales y cenizas solubles en agua

en droga cruda de Passiflora quadrangularis.

Humedad Cenizas totales  CS en agua CI en acido
Muestra % % % clorhidrico %
X/DS X/DS X/DS X/DS
Tallos 8,0/0,07 3,5/0,0 1,8/0,04 0,6/0,0

Interpretacion: X= media; DS= desviacion estandar; CS: cenizas solubles; CI: Cenizas

insolubles.

De acuerdo al rango de porcentaje de humedad obtenido de los tallos de Passiflora
quadrangularis, se obtuvo el valor minimo de 8,0%, cumpliendo con el rango establecido
segun la Farmacopea Espanola, con lo que se garantiza que el polvo de la droga vegetal
tiene menores posibilidades de ser un medio propicio para la proliferacién de ningtn tipo
de microorganismo.

Los tallos de Passiflora quadrangularis obtuvieron un valor de cenizas totales menor
(3,5%), que indica la droga se encuentra en estado Optimo para ser utilizada ya que se
encuentra dentro de los parametros establecidos, lo cual se garantiza que hubo un
adecuado procedimiento de recoleccion, lavado, secado y almacenado de la droga vegetal
37.

El porcentaje de cenizas solubles obtuvo el 1,8% que corresponde a los minerales y
nutrientes propios de la planta, las cenizas insolubles reflejan un valor minimo de 0,6%
en los tallos de Passiflora quadrangularis cumpliendo asi con los limites establecidos por
lo cual certifica hay poca contaminacion por presencia de silice principalmente de arena

o tierra, y por ende la droga puede ser utilizada para la presente investigacion.
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3.2. Obtencion del rendimiento del extracto metanolico

Una vez realizada la extraccion de la muestra se obtuvo un rendimiento del 4,14 % m/m

del extracto seco concentrado.

3.3. Tamizaje fitoquimico

En la tabla 3 se muestra el estudio fitoquimico cualitativo realizado al extracto

metanolico de los tallos de Passiflora quadrangularis.

Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en extracto metanolico

Ensayo Metabolitos Extracto alcoholico
Dragendorff Alcaloides +
Shinoda Flavonoides v i
Fehling Azucares reductores Ffk
Cloruro férrico Fenoles y taninos Wk
Mayer Alcaloides s
Wagner Alcaloides &
Espuma Saponinas bR

Interpretacion: Baja evidencia de metabolito secundario (+), evidencia leve de
metabolito secundario (++) y alta evidencia de metabolito secundario (+++).

En los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico realizado al extracto metanolico de
los tallos de Passiflora quadrangularis se logrd identificar cualitativamente la presencia
de metabolitos secundarios, de los cuales se observd una alta evidencia de azlcares
reductores y saponinas; con una evidencia leve de flavonoides, fenoles y taninos; y en
baja evidencia de metabolitos secundarios se encontraron a los alcaloides.

De esta manera es comprobado cualitativamente la composicion quimica del tallo de

1618 " cabe recalcar que para la realizacion del presente trabajo

Passiflora quadrangularis
de investigacion los metabolitos de mayor importancia son las saponinas, fenoles y

taninos.
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3.4. Cromatografia en Capa Delgada (CCD)

El extracto metandlico del tallo de Passiflora quadrangularis fue sometido a un analisis
cualitativo preliminar, realizado mediante un estudio por Cromatografia en Capa Delgada
donde los metabolitos secundarios fueron visualizados mediante revelados

cromatograficos fisico y quimico.

3.4.1. Revelado fisico con luz UV 254 nm y 365 nm

Al efectuar el analisis por CCD, los cromatogramas obtenidos para las muestras de
extracto metanolico del tallo de Passiflora quadrangularis, utilizando como fase movil
una mezcla de disolventes quimicamente puros: butanol: 4cido acético: agua destilada
(65:25:10), fueron revelados bajo luz UV a (254 nm y 365 nm) donde se demuestra la
presencia de manchas con fluorescencia color azul y con valores de Rf 0,5 lo que sugiere
la presencia en su estructura quimica de grupos de cromoéforos conjugados, donde se
puede evidenciar que se podria tratar de compuestos fenolicos u otros metabolitos
secundarios que tengan la misma funcion estructural *°.

Iustracion 1. Cromatografia en Ilustracion 2. Cromatografia en
Capa Delgada (CCD) revelado con  Capa Delgada (CCD) revelado con
luz UV 254 nm luz UV 365 nm
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3.4.2. Revelado quimico
En el andlisis por CCD, revelado quimico del extracto metanoélico del tallo de Passiflora
quadrangularis se emplearon dos técnicas: (acido sulftrico + calor) y (4cido sulftrico +
calor + vainillina + calor); y en ambas corridas cromatograficas se utilizaron como fase

movil butanol: &cido acético: agua destilada (65:25:10).

En el revelado con luz Acido Sulfurico + calor que se muestra en la ilustracion 3 se
puede observar en el cromatograma la presencia de manchas de color amarillo y azul, lo
cual puede sugerir la presencia de compuestos fenolicos *°. Tomando en cuenta las
sugerencias por los autores Verdugo y Tola (2017) %, en la ilustracion 4 del revelado con
luz Acido Sulfurico + Vainillina + calor, se logra evidenciar la existencia de manchas de
color rojo al ser rociados con vainillina se relaciona con la presencia de compuestos
fendlicos ** y clorofila en su estructura; ademas tomando en cuenta se observa manchas

moradas y verdes que puede sugerir triterpenos y flavonoides.

Iustracion 3. Cromatografia en Capa Ilustraciéon 4. Cromatografia en Capa
Delgada (CCD) revelado con Acido Delgada (CCD) revelado con Acido

Sulfurico + calor. Sulftirico + Vainillina + calor.
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3.5. Actividad antibacteriana ante Staphylococcus aureus
La presencia de los metabolitos secundarios en los tallos de Passiflora quadrangularis
son una parte esencial en la accion contra las bacterias patdogenas como lo es S. aureus,
sin embargo, cabe recalcar que esto se debe al tipo de disolvente que se utilizé en este

caso el metanol, que logrd extraer los metabolitos secundarios con accion antibacteriana.

Antes de comenzar la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto metandlico
de Passiflora quadrangularis se procedid6 a comprobar la accion del metanol ante la
bacteria Staphylococcus aureus (ATCC 25923), para lo cual se colocod en los pocillos
metanol puro, sin embargo este no tuvo interferencia alguna con el crecimiento de S.

aureus como se muestra en la ilustracion 5.

Mustracion 5. Crecimiento de Staphylococcus aureus en metanol puro

Para comprobar la actividad antibacteriana del extracto del tallo de Passiflora
quadrangularis y la concentracion minima inhibitoria de acuerdo al método modificado

> para la inhibicion de S. aureus (ATCC 25923), se lo ejecutd

de pozos en agar °
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mediante triplicados a diferentes concentraciones del extracto, como se muestra en la

tabla 4.

Tabla 4. Actividad antibacteriana del extracto de Passiflora quadrangularis

Diametros de los halos de inhibicion (mm)

Muestras Cepa estudiada: Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
N° de Réplicas
Concentraciones del
1 2 3
extracto (mg/mL)

200 mg/mL - z =

400 mg/mL 15 mm 14,9 mm 15 mm

800 mg/mL 17 mm 17 mm 17 mm

Interpretacion: Ausencia de halo de inhibicion (-)

Para determinar la susceptibilidad bacteriana se midieron los tamafos de los halos de
inhibicion de las concentraciones de 200 mg/mL, 400 mg/mL y 800 mg/mL; que fueron
interpretados de acuerdo a la técnica de actividad terapéutica sugerida por los autores
Tapia y Armas (2014) *!, de las cuales se obtuvieron los siguientes resultados: en 200
mg/mL no se mostraron halos de inhibicion por lo que se consider? resistente (R), en 400
mg/mL se mostraron halos de inhibicion que oscilaron entre 14,9 mm y 15 mm de
didmetro considerandose sensible (S) y en concentracion de 800 mg/mL hubo
susceptibilidad con halos de inhibiciéon de 17 mm de didmetro, siendo sensible (S), tal

como se presenta en la tabla 4 e ilustracion 6.

Ilustracion 6. Halos de inhibicion en agar Mueller Hinton mediante el método

modificado de pozos en agar.

Sin halo de inhibicidn




Teniendo en cuenta los resultados se evidencia que la concentraciéon minima inhibitoria
es de 400 mg/mL, debido a que a esta concentracion del extracto se formo el primer halo

de inhibicion que fue de 15 mm.

3.6. Discusion

En el control de calidad de la droga vegetal de los tallos de Passiflora quadrangularis se
determin6 que el porcentaje de humedad fue de 8,0% indicando que el método de secado
de la droga fue efectivo y de esta manera no sera susceptible a la proliferacion de
microorganismos ', el porcentaje de cenizas totales fue de 3,5%, cenizas solubles en agua
1,8% y cenizas insolubles en acido clorhidrico 0,6% cuyos valores se mantuvieron dentro
de los parametros establecidos por la farmacopea espaiola y nos indica que los
procedimientos utilizados fueron los adecuados para obtener la droga vegetal en dptimas

condiciones .

En el estudio fitoquimico del extracto metanolico del tallo de Passiflora quadrangularis
se determind la presencia de metabolitos secundarios que posee esta planta en su
composicién quimica como una alta evidencia de saponinas y azlcares reductores,
evidencia leve de flavonoides, fenoles y taninos, baja evidencia de alcaloides. Lo cual se
asemeja a estudios realizados por Adriana Martinez 2019 ** en la parte aérea de esta
planta. Estos resultados fueron comprobados mediante Cromatografia en Capa Delgada
donde se evidencié mediante revelado bajo luz UV a (254 nm y 365 nm) manchas azules
que sugieren la presencia de metabolitos cromo6foros conjugados que se puede tratar de
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compuestos fendlicos *, en el revelado con &cido sulfirico + calor se presenciaron

manchas de color amarillo y azul lo cual puede sugerir la presencia de flavonoides y

compuestos fendlicos %4

, en la técnica acido sulftrico + vainillina + calor se presencio
manchas rojas evidenciando compuestos fenolicos y clorofila, manchas moradas y verdes

puede sugerir triterpenos y flavonoides *.

La actividad antibacteriana del extracto metandlico de los tallos de Passiflora
quadrangularis fue comprobada en la presente investigacion utilizando diferentes
concentraciones del extracto, sin embargo, en 400 mg/mL y 800 mg/mL fue sensible (S)

evidenciando un halo de inhibicién de 14,9 mm y 17 mm de didmetro logrando inhibir a
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y en 200 mg/mL fue resistente (R) ya que no
presentd halo de inhibicion *', de esta manera se logro determinar que la concentracion
minima inhibitoria es de 400 mg/mL, cabe recalcar que esto se debe a la composicion
quimica de la planta que tiene metabolitos secundarios que son: saponinas, fenoles,
flavonoides y taninos, lo cuales brindan a la planta su potencial antibacteriano que logra
afectar directamente la membrana de esta bacteria y por ende inhibir su crecimiento

ocasionandole la muerte >*4.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

Se logré evaluar cualitativamente la composicion quimica del extracto metanodlico
del tallo de Passiflora quadrangularis mediante el tamizaje fitoquimico y CCD
evidenciando la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, fenoles,
taninos y saponinas que son responsables de atribuir la actividad antibacteriana a

esta planta.

El extracto metanolico del tallo de Passiflora quadrangularis tiene potencial
antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923) a
concentraciones de 400 mg/mL y 800 mg/mL siendo sensible (S) con halos de
inhibicion que oscilan entre 14,9 mm y 17 mm logrando la inhibicion de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), por lo tanto la concentracion minima

inhibitoria es de 400 mg/mL.
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CAPITULO V. RECOMENDACIONES

Se recomienda probar la susceptibilidad que posee el extracto concentrado del

tallo de Passiflora quadrangularis ante hongos u otros microorganismos.

Se recomienda realizar al extracto metandlico del tallo de Passiflora
quadrangularis un estudio para cuantificar los metabolitos secundarios que se

encuentran presentes en el tallo de esta planta.
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