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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar la actividad antibacteriana
frente a cepas Gram positivas y Gram negativas y la composicion quimica del
extracto metandlico de las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L. Se
obtuvieron por maceracion los extractos con el disolvente organico metanol.
Posterior a ello, su composicion quimica fue analizada cualitativamente
mediante el tamizaje fitoquimico, lograndose la identificacion de compuestos
como alcaloides, esteroles, compuestos fendlicos y taninos en el extracto
metandlico de hojas; asi como también, presencia de compuestos fendlicos,
taninos, flavonoides y lactonas sesquiterpénicas en el extracto metandlico de
semillas. En cuanto a la actividad antibacteriana, se cuantificé la sensibilidad
a través de la técnica difusién del disco en agar (Kirby-Bauer) a la
concentracién de 10.000 ppm (10 mg/mL), con la medicion de los halos de
inhibicion, obteniéndose como resultado que el extracto de las hojas mostré
actividad frente a S. aureus (7 mm), P. aeruginosa (7 mm), K. pneumoniae (7
mm) y E. coli (8 mm); mientras que, el extracto de las semillas mostro
actividad sobre S. aureus (7 mm) P. aeruginosa (7 mm), K. pneumoniae (8
mm) y E. coli (7 mm).

Palabras clave: Vitis vinifera L., actividad antibacteriana, extractos, tamizaje
fitoquimico.
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INTRODUCCION

Actualmente, la resistencia bacteriana se encuentra en aumento y
representa serios retos para el tratamiento de infecciones tanto adquiridas en
la comunidad como en los hospitales, asi como un reto terapéutico que deja
pocas posibilidades para el tratamiento de estas infecciones. La resistencia a
los antimicrobianos supone una amenaza a la esencia misma de la medicina
moderna y a la sostenibilidad de una respuesta de salud publica mundial
eficaz ante la amenaza persistente de las enfermedades infecciosas. Los
antimicrobianos eficaces son imprescindibles para las medidas preventivas y
curativas, para proteger a los pacientes frente a enfermedades
potencialmente mortales. Cuando los microbios se vuelven resistentes a los
medicamentos, se reducen las opciones para tratar las enfermedades que
provocan (Tafur, Torres y Villegas, 2008; Organizacion Mundial de la Salud,
2016).

Por tanto, se requiere del desarrollo de nuevas opciones de tratamiento
para enfermedades que afectan la salud; los extractos de plantas o bien sus
compuestos puros ofrecen una alternativa potencial para el desarrollo de
nuevos tratamientos antimicrobianos que puedan ser utilizadas para el
control de microorganismos patégenos, debido a la presencia de metabolitos
0 compuestos que inhiben el crecimiento o provocan la muerte de estos
(Lavor, Matias, Alves, Santos, Figueredo, Lima y Coutinho, 2014; Upadhyay,
Karumathil, Upadhyaya, Bhattaram y Venkitanarayanan, 2016). Entre estas
plantas, se encuentra la especie Vitis vinifera L. (uva). La uva y sus derivados
vinicos se consideran alimentos funcionales debido a que son ricos en
compuestos fendlicos, en especial flavonoides, con propiedades

antioxidantes. Tienen propiedades farmacoldgicas y bioquimicas, incluyendo



propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, antiaterogénicas,

antimicrobianas y antioxidantes (Jianmei y Mohamed, 2012).

La importancia de ésta investigacion radica, en que en la actualidad se ha
observado una importante resistencia a los antibiéticos por parte de una gran
cantidad de microorganismos, es por ello que se estudio el extracto de Vitis

vinifera L., para encontrar una alternativa a esta resistencia bacteriana.

El objetivo de esta investigacion fue, determinar la actividad antibacteriana
y la composicién quimica del extracto de la especie Vitis vinifera L., frente a

cepas Gram positivas y Gram negativas

Este proyecto de investigacion fue compilado de la siguiente manera: El
Capitulo I, denominado EI Problema, estd formado por los siguientes
subtitulos: Planteamiento del Problema, Justificacion de la Investigacion,
Objetivos de la Investigacién, Alcances y Limitaciones del proyecto a llevar a
cabo. El Capitulo 11, lamado Marco Tedrico, donde se describen los Trabajos
Previos, Antecedentes Historicos, Bases Teoricas, Definicion de Términos,
Operacionalizacion de las Variables e Hipotesis. ElI Capitulo 1lI, titulado
Marco Metodologico, consta de los siguientes subtitulos: Tipo de
Investigacion, Disefio de Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de
Variables, Procedimientos de la Investigacion y Disefio de Andlisis. El
Capitulo 1V, titulado Resultados y Discusiones. El Capitulo V, titulado

Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La llamada "Edad de Oro" de los antibidticos comienza en 1941 con la
produccion de la penicilina a gran escala, lo que revolucion6 para siempre el
campo de las enfermedades infecciosas. Sin embrago, Alexander Fleming,
desde que recibié el Premio Nobel de Medicina en el afio 1945, advirtié sobre
el fendmeno de la resistencia cuando expresé "Llegara un momento en que
la penicilina podra ser comprada por cualquiera en los negocios. Existe el
peligro de que un hombre ignorante pueda facilmente aplicarse una dosis
insuficiente de antibidtico y, al exponer a los microbios a una cantidad no letal

del medicamento, los haga resistentes” (Ventola, 2015).

Lamentablemente, el ser humano no concientizé esta alerta y muy pronto
aparecieron los primeros aislamientos resistentes como parte de la evolucién
natural de las bacterias en su adaptacion al medio ambiente. Este fenémeno
se acelerd con el tiempo, por el uso inadecuado de antibiéticos en diferentes
ecosistemas, favorecido por la falta de normas y fiscalizacion del uso de
estos; asi como, tratamientos deficientes, ventas sin receta médica o a través
de internet, comercializacion de antimicrobianos falsificados o de mala
calidad y la falta de control de residuos de antimicrobianos en plantas de
produccion (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2016).



En los afios 60, la aparicibn del Staphylococcus aureus meticilina
(oxacilina) resistente y Pseudomonas resistentes a gentamicina confirman la
gravedad de la resistencia antimicrobiana. Este fendmeno se fue haciendo
mas dramatico con el incremento de la resistencia a la ampicilina en los 70;
la aparicion de Enterococcus resistente a la vancomicina en los 90 y la
extension de la resistencia a diferentes familias de antimicrobianos acordes
con su velocidad de uso y cuantia en la practica médica la que ya involucra,
incluso, a antibiéticos de ultima generacion (Errecalde, 2004; Fan, Li, Wang,
He, Feble y Schwarz, 2016).

Desafortunadamente, la evolucién en la produccién de antimicrobianos se
ha acompafado de un incremento marcado de la resistencia de bacterias,
hongos, parésitos, incluso virus, a diferentes familias de estos. Por tal razén,
la OMS ha designado la resistencia antimicrobiana (RAM) como una de los
tres problemas mas importantes que enfrenta la salud humana en este siglo
al constituir una de las mayores amenazas para la salud mundial (Infectious
Diseases Society of America IDSA, 2011).

Por tal motivo, actualmente se estan buscando alternativas naturales para
combatir la resistencia de las bacterias, especificamente se estan realizando
estudios con extractos de plantas para conocer el efecto que estos producen
sobre los microorganismos. Los extractos vegetales son compuestos
producidos de la obtencion de sustancias biol6égicamente activas presentes
en los tejidos de plantas, por el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de
estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado. De una
misma planta, dependiendo de la parte de ella utilizada, del solvente y de la
técnica de extraccion, podremos obtener una diferente gama de sustancias
(Santamaria, Martin y Astorga, 2015). Dichos extractos contienen
componentes los cuales son llamados metabolitos secundarios, responsables

del olor, del sabor y del color de la planta. Presentan propiedades bioldgicas,



muchos desempefian funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus
diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas,
entre otros. Reciben también la denominacion de productos naturales
(Castillo y Martinez, 2007; Pérez y Avalos, 2009).

Una vez descrita la situacion actual del problema de investigacion, las

autoras formulan el siguiente enunciado holopraxico:

¢, Cudl sera la actividad antibacteriana frente a cepas Gram positivas y
Gram negativas y la composicion quimica del extracto de la especie Vitis

vinifera L?

Justificacién e importancia de la Investigacion

La resistencia antimicrobiana tiene un impacto mundial desde que los
microorganismos y genes resistentes no respetan fronteras geograficas o
ecoldgicas. La diseminacién ocurre a través de alimentos, agua, animales y/o
personas por los viajes y comercio internacional con un alto volumen de
trafico aéreo. Ademas, por la trasmision de genes de resistencia
interespecies y la pobre higiene y saneamiento en comunidades y los
hospitales. Un ejemplo de ello lo constituye la diseminacion rapida mundial
del clon ST258 de K. pneumoniae carbapenemasa KPC detectado,
inicialmente, en Estados Unidos en 1996; el clon ST131 de Escherichia
coli relacionado con resistencia a cefalosporinas y fluoroquinolonas y el clon
USA 300 deS. aureus meticilina (oxacilina) resistente (Tzouvelekis,
Markogiannakis, Psichogiou, Tassios y Daikos, 2012; Peirano, Bradford,
Kazmierczak, Badal, Hackel y Hoban, 2014; OMS, 2016; McClure y Zhang,
2017). Es evidente gue la resistencia antimicrobiana, ha puesto en riesgo los

logros de la medicina moderna, entre las infecciones mas temibles en la



actualidad son las producidas por bacilos Gram negativos multirresistentes,
para las cuales no quedan casi o0 ninguna opcion de tratamiento. El desarrollo
de antibioticos contra estas bacterias es particularmente dificil debido a la
baja permeabilidad de la pared celular de estas, la variedad de bombas de
eflujo (que activan el transporte de antibiéticos fuera de la célula) y una serie
de enzimas capaces de inactivar a todos los R-lactamicos (Marston, Dixon,

Knisely, Palmore y Fauci, 2016).

Es necesario comenzar a adoptar medidas y acciones dirigidas a combatir
el fendmeno de la resistencia bacteriana, basandonos primariamente en la
promocidén de estilos de vida saludables, y en la aplicacion de métodos
naturales o tradicionales de curacién, los cuales, lejos de provocar efectos
indeseables y resistencia bacteriana, inhiben el crecimiento de gérmenes
patdgenos, aumentan las defensas inmunoldgicasy favorecen el buen

funcionamiento de nuestro organismo (Cabrera, Fradagas y Guerrero, 2005).

En vista de lo anteriormente expuesto, en la actualidad se estan haciendo
estudios sobre la actividad antibacteriana presente en las plantas como
alternativa natural de facil acceso para el tratamiento de las enfermedades
infecciosas, producidas por bacterias. Las plantas medicinales a través de la
historia se han utilizado de forma empirica para el alivio y la cura de sintomas
y enfermedades (Garcia, Morén y Larrea, 2010). Se han realizado muchas
investigaciones, que han demostrado el poder antimicrobiano de los
extractos de plantas, entre ellas la especie Vitis vinifera L., en Leal, Santos,
Pinto, Queiroz, Rodriguez, Saavedra, y Gouvinhas, (2020); Radulescu,
Buruleanu, Nicolescu, Olteanu, Bumbac, Holban y Simal (2020); Villanueva,
(2020); Ali, Afrasiab y Anwar, (2019) y Rodriguez, (2019).



Objetivos de lainvestigacion

Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana frente a cepas Gram positivas y
Gram negativas y la composicion quimica del extracto de la especie Vitis

vinifera L.

Objetivos especificos

» Obtener los extractos metandlicos de las hojas y semillas de la especie

Vitis vinifera L., mediante el método de maceracion.

» ldentificar los compuestos quimicos provenientes de las hojas y

semillas de la especie Vitis vinifera L., mediante tamizaje fitoquimico.
» Comprobar la actividad antibacteriana del extracto metandlico de las
hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L., por medio de la técnica
de difusion del disco en agar (Kirby-Bauer).
Alcances y Limitaciones de la Investigacion
Alcances
Los alcances de una investigacion se refieren a la amplitud de lo que se

quiere saber, es decir, el conocimiento a adquirir durante el proceso de

indagacion (Hernandez, Fernandez y Batista, 2010). En tal sentido, el



alcance de esta investigacion fue adquirir informacién sobre la actividad
antibacteriana y la composicién quimica del extracto de la especie Vitis

vinifera L.

Limitaciones

Durante el desarrollo de este trabajo se presentaron limitaciones
relacionadas con los aspectos tedricos, técnicos y recursos econodmicos
(Hernandez, Ferndndez y Batista, 2010). En tal sentido, las limitaciones
estuvieron relacionadas con los aspectos técnicos, tales como: cortes de
electricidad, transporte publico, internet, mantenimiento de equipo de
computacién (lapto), fallas en servicio de gas para la realizacion de la
actividad antibacteriana y problemas presentados en la infraestructura del

Instituto de Investigaciones para llevar a cabo el tamizaje fitoquimico.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Villanueva, (2020). Realizé un trabajo de investigacion titulado: Sinergia
bactericida del extracto etandlico de Vitis vinifera con oxacilina sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro. El objetivo de la investigacion
fue evaluar la sinergia bactericida del extracto etandlico concentrado de la
semilla de Vitis vinifera (EEVV) con oxacilina (OXA) a 1 ug sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923; considerandose 4 grupos: G1: extracto
etanodlico, G2: oxacilina, G3: combinacion del extracto etandlico y OXA G4:
grupo de control, con 10 repeticiones de cada grupo; obteniéndose los
siguientes resultados: los halos de inhibicién del EEVV, mostraron una media
de inhibicién de 34,60 mm siendo mayor que lo considerado por el CLSI (>13
mm), pero no supera a la OXA (43,60 mm). La combinacion de EEVV mas
OXA no evidenci6 tener efecto sinérgico (43,10 mm). La prueba post ANOVA
de Tukey, determind que no existe diferencia entre OXA sola y la
combinacion con EEVV. La autora concluyé que, el extracto etandlico de Vitis
vinifera al 100 % combinado con oxacilina, no evidencia halos de inhibicion
mayores a los obtenidos con OXA, sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923. Esta investigacion tiene relacion con el trabajo en estudio, ya que en
ambas investigaciones se estudi6 la actividad antibacteriana de la semilla de

Vitis vinifera.



Ali, Afrasiab, y Anwar (2019). Realizaron un trabajo de investigacion titulado:
Actividad antibacteriana de extractos de hojas de siete cultivares de uva
contra seis cepas bacterianas. El objetivo de la investigacion fue evaluar las
propiedades antibacterianas del extracto metandlico de hojas de diferentes
cultivares de uva frente a seis cepas bacterianas. En el estudio se determin6
la actividad antibacteriana de diferentes concentraciones (25, 50 y 100
mg/mL) de extractos metandlicos de hojas de siete cultivares de uva (Red
Globe, Autumn Royal, Crimson, Thompson, Sundarkhani, Perlette y King's
Ruby) probado contra seis cepas de bacterias (Proteus sp., Streptococcus
viridans, Escherichia coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus vy
Clostridium septicum) utilizando el método de difusion en pozo de agar. Los
resultados mostraron que, el extracto metandlico de las hojas de todos los
cultivares tienen actividad antibacteriana significativa, inhibiendo el
crecimiento de las seis cepas bacterianas probadas. Los halos de inhibicién
frente a las diferentes bacterias oscilaron entre 12,6 mm y 29,6 mm. Las
zonas de inhibicion mas altas fueron producidas por Proteus sp. (29,6 mm),
Pseudomonas sp. (27,0 mm), Staphylococcus aureus (27,0 mm), E. coli (26,0
mm), Streptococcus viridans (23,3 mm) y Clostridium septicum (21,0 mm) a
concentraciones de 100 mg/mL de los diferentes cultivares. Los autores
concluyeron que, los extractos metandlicos de hojas de Vitis vinifera L.,
tienen actividad inhibitoria contra todas las bacterias probadas y merecen
una mayor investigacion. Este estudio se relaciona con esta investigacion
porque en ambos se estudid la actividad antibacteriana frente a bacterias

como Escherichia coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus

Rodriguez, (2019). Realizé un trabajo de investigacion titulado: Efecto
antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera
(uva) y Vaccinium corymbosum (ardndano) frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo-2019. El objetivo de la investigacion fue determinar el

efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis
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vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum (arandano) frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019. El estudio se llevd a cabo
en una muestra de 15 placas con cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, la bacteria fue expuesta a extractos hidroetandlicos de las semillas de
uva y semillas de ardndano al 15 y al 30 %, ademas se evallo el extracto
hidroetandlico mixto de las semillas de uva mas arandano al 15y 30 % y se
comparo con los controles positivo (clorhexidina al 0,12 %) y negativo (SSF).
El efecto antibacteriano se midié por medio de los halos de inhibicion, con un
vernier. Los resultados indicaron que, el promedio de los halos de inhibicién
para el extracto de las semillas de uva fue de 10,07 mm (15 %) y 12,11 mm
(30 %); del extracto de las semillas de arandano fue 9,35 mm (15 %) y 13,41
mm (30 %); del extracto hidroetandlico mixto de las semillas de uva mas
arandano fue de 11,29 mm (15 %) y de 13,32 mm (30 %). Se concluyé que,
el extracto hidroetandlico de las semillas de arandano al 30 % obtuvo mayor
efecto antibacteriano en comparacién de las demas concentraciones. Esta
investigacion se relaciona con el presente estudio en la determinacion de la

actividad antibacteriana

Antecedentes Historicos o Epistemoldgicos de la Especie Vitis vinifera L.

La vid (Vitis vinifera L.) es una especie originaria de Europa y los restos
arqueoldgicos mas antiguos correspondientes a semillas datan de 6.000
aflos a. C. al sureste de Georgia. Fue introducida en América durante la
colonizacion espafiola y su cultivo fue difundido en gran medida por los
frailes para la produccién de vino, necesario para celebrar la misa. En
América, las primeras vides se plantaron en la actual Republica Dominicana
y de alli fueron llevadas a México y Peru, pasando desde este ultimo pais a

Chile en el aflo 1548 aproximadamente (Poblete, Vargas, Lanino y Zufiga,
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2017). El cultivo de la vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos mas
antiguos y de mayor importancia econdmica. En el 2014 se cultivaron mas de
7.5 millones de hectareas de vid en el mundo, obteniendo mas de 271
millones de hectolitros para la produccion de vinos (Organizacion
Internacional de la Vifa y el Vino, 2014; Borja, Garcia, Reyes y Arellano,
2016).

Bases tedricas

Familia Vitaceae

Descripcién botanica de la familia Vitaceae

Familia de arbustos trepadores mediante zarcillos, a veces arbustos
erectos y éarboles. Los zarcillos pueden ser brotes o inflorescencias
modificadas. Poseen hojas esparcidas, compuestas o simples, pero
profundamente lobuladas, con estipulas, y abundantes zarcillos derivados de
modificaciones en las inflorescencias. Se distribuyen por las regiones
templado-calidas. Las flores, muy pequefias, son actinomorfas, unisexuales o
hermafroditas, muestran una estructura pentdmera (raramente tetramera), y
estan provistas de un disco en el &pice del pedunculo. El perianto es
precozmente caduco y esta formado por 5 sépalos verduzcos muy reducidos,
5 pétalos libres en la base y soldados en el extremo formando una especie
de capucha que cae por el alargamiento de los estambres (Vitis vinifera).
Estos ultimos estan en niumero de 5, mientras el gineceo, formado por 2
carpelos, cada uno con 2 6vulos, es supero y bilocular. El fruto es una baya

carnosa y contiene de 2 a 4 semillas oleaginosas (Sozzi, 2008).
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Composicion quimica de la familia Vitaceae

Vitis vinifera es una planta que pertenece al orden Vitales y su familia es
Vitaceae. Los frutos de la vid y los productos derivados de los mismos
constituyen la principal fuente de estilbenos disponibles en la naturaleza. Los
estilbenos sintetizados en plantas de la familia Vitaceae se denominan
viniferinas. La estructura quimica de las viniferinas se basa en el esqueleto
de un hidroxiestilbeno, concretamente el 3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno

(resveratrol) (Figura 1) (Almagro, 2011).

OH
HO \/O/

OH

Resveratrol

Figura 1. Estructura quimica del Resveratrol aislado de la familia
Vitaceae. Tomado y modificado de Almagro, 2011.

Analizando la familia Vitaceae teniendo en cuenta la gran variedad de
subespecies de uvas, los compuestos activos pueden variar sobretodo en la
formula cuantitativa que en la cualitativa. Entre los componentes principales
destacan los taninos que son los responsables de darle el color
caracteristico. Los diferentes componentes de esta familia los podemos
clasificar de la siguiente manera: Flavonoides, especialmente en frutos y
hojas, taninos condensados (procianidina, antocianidinas), abundan en las

semillas y hollejos especialmente, aunque se pueden encontrar en las hojas
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y raices, acidos organicos, vitaminas, compuestos nitrogenados, en los

frutos, acidos volatiles, ceras, lipidos, etc (Espinoza y Espinoza, 2004).

Actividad biolégica de la familia Vitaceae

El resveratrol aislado de la familia Vitaceae tiene efectos beneficiosos
para las plantas ya que presenta actividad antifingica y antimicrobiana,
ademas tiene numerosas propiedades saludables para el ser humano entre
las que destaca su actividad anti-hiperoxidativa (anti-envejecimiento),
actividad quimio-preventiva contra el cancer, actividad vasodilatadora y anti-
agregacion plaguetaria, actividad anti-hepatotoxica y actividad reguladora de

trialcilglicéridos (Almagro, 2011).

Género Vitis

La uva o grano de uva es el nombre que recibe el fruto que crece
formando racimos de la vid comin o vid europea. Corresponde al género
Vitis perteneciente a familia de las Vitaceae, que incluye cerca de 600
especies de arbustos, por lo general trepadoras, que producen frutos en
baya, propios de paises calidos y tropicales. Dentro de este género se
incluyen 20 especies cultivadas por sus frutos, y algunas especies se cultivan
para el consumo de sus hojas como cualquier vegetal (Hidalgo, Gomez,
Rojas, Soliz, Soliz, Rubi y Dayra, 2016).

Descripcién botanica del género Vitis
El género Vitis estd formado por trepadoras lefiosas, en general

poligamodioicas. Corteza sin lenticelas que se desprende en tiras, zarcillos

en general ramificados sin discos adhesivos. Hojas alternas, opuestas a los

14



zarcillos, de enteras a palmatisectas irregularmente dentadas, caducas;
estipulas caducas. Inflorescencias en panicula opuestas a las hojas. Flores
unisexuales en la subespecie silvestre o hermafroditas en la mayoria de las
variedades de cultivo. Receptéculo floral con disco nectarifero intraestaminal
formado por cinco I6bulos. Sépalos soldados. Pétalos soldados en el apice
formando un capuchdén caedizo en la antesis. Estambres en general 5.
Carpelos 2, con 2 primordios seminales por loculo; estigma generalmente
bilobado. Fruto en baya, con 1-4 semillas, ausentes en variedades apirenas.
Semillas elipticas o piriformes, con un pico prominente en las variedades de
cultivo, de color marrén (Wan, Schwaninger, Baldo, Labate, Zhong y Simon,
2013).

Composicién quimica del género Vitis

Los antocianos o antocianinas representan una parte importante tanto
cuantitativa como cualitativamente de los flavonoides de las bayas de las
uvas. Entre las antocianidinas del género Vitis se encuentran la cianidina, la
peonidina, la petunidina, la delfinidina y la malvidina. Los flavanoles estan
presentes en la uva en estado de mondémeros y en formas mas o menos
polimerizadas que constituyen los taninos catéquicos. Los principales
flavanoles monoméricos de la uva son la catequina y su isémero, la
epicatequina. Este ultimo se puede encontrar en forma de éster galico. Sus
formas oligoméricas y poliméricas, que pueden comprender un namero muy
elevado de unidades, se designan por el término “taninos” o
“proantocianidinas”, a causa de su propiedad de liberar antocianidinas en
medio acido por ruptura de las uniones intermonoméricas. Hay 2 grupos
mayoritarios de taninos en la uva: las procianidinas, derivadas de catequina y
epicatequina; y los prodelfinidoles, derivados de galocatequina vy

epigalocatequina (Valls, Lampreave, Nadal y Arola, 2000).
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Especie Vitis vinifera L.

Descripcidn botanica de la especie Vitis vinifera L.

La especie Vitis vinifera L. (Figura 2), es una planta trepadora que se
propaga por estacas. El tronco es retorcido y aspero, del que parten ramas
jovenes muy flexibles, denominadas sarmientos. Las hojas se disponen
sobre estas ramas en forma alterna, son grandes (14 por 12 cm),
acorazonadas en la base, palmeadas, lobadas, dentadas, con nervadura
reticular, palmatinervada, con peciolo largo. Opuestos a cada hoja, se
presentan zarcillos arrollados que al enroscarse en algun soporte permite a
las ramas trepar sobre éste. Las flores son perfumadas, en racimos,
hermafroditas o unisexuales, se componen de un céliz verde, ensanchado a
manera de platillo, incospicuos, con 5 sépalos, gamosépalo, la corola
presenta 5 pétalos blancos o verdes, gamopétala, los cuales caen al abrirse
la flor (caducos) dejando 5 estambres al descubierto, gineceo unicarpelar con
un solo estigma. El fruto es una baya redonda o elipsoidal, con el epicarpio
de color verde, rosado o violaceo tan oscuro que parece negro, presenta 1 a

4 semillas piriformes u ovoides con dos cotiledones (Hidalgo y cols, 2016)

Figura 2. Especie Vitis vinifera L.
Tomado y modificado de Hidalgo y cols, 2016.
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Hidalgo y cols (2016), describieron la taxonomia de Vitis vinifera L. (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia de la especie Vitis vinifera Linneo 1753.

Reino Plantae
Phylum Faner6gama
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Vitales
Familia Vitaceae
Género Vitis

Especie Vitis vinifera L.

Tomado y modificado de Hidalgo y cols, 2016.

Distribucion geografica de la especie Vitis vinifera L.

Habitan principalmente en regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo, en menor nimero se hallan en regiones templadas. La vid se cultiva
ahora en las regiones célidas de todo el mundo, en especial en Europa
Occidental, los Balcanes, California, Australia, Surafrica, Chile y Argentina,
zonas templadas comprendidas entre los 20 °C y 50 °C al Norte Sur del
Ecuador, donde estan bien definidas las cuatro estaciones del afio. Se
introdujo en la costa oriental de América del Norte en la época colonial, pero
el intento fracasdé a consecuencia de los ataques de los parasitos y las
enfermedades. Mas tarde se obtuvieron variedades resistentes como
Concord y Delaware, fruto de la hibridacién de la vid europea con especies

norteamericanas (Sozzi, 2008).
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Composicion quimica de la especie Vitis vinifera L.

Podemos diferenciar tres tipos de tejido en la uva: la piel, la pulpa y la
semilla. La piel y la semilla contienen moléculas polifendlicas mientras que la
pulpa es rica en azucares. La piel de la uva contiene entre 50-100
microgramos de resveratrol por gramo. El resveratrol (1) (Figura 3) es un
polifenol que pertenece a la familia de los estilbbenos y que posee
propiedades antioxidantes, antitrombogénicas, neuro y cardioprotectoras y
antiinflamatorias (Ozaki, Uchida, Furukawa, Akashi, Niwa, Nona y Nishioka,
1990; Kato, Tonhi y Clemente, 2012). Las hojas de Vitis vinifera, presentan
resveratrol el cual se puede encontrar de 0,04 a 39,5 ug/g de peso fresco;
ademas de acido galico (2), acido caféico (3) y rutina (4) (Figura 3) (Tobar,

Franco, Morales y Cruz, 2009).
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HO AN OH

HO
Acido caféico (3)

OH
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Figura 3. Estructura quimica del Resveratrol, Acido Gélico, Acido

Caféico y Rutina aisladas de la especie Vitis vinifera L.

Tomado y modificado de Ozaki y cols, 1990.

Las semillas de wuva son ricas en polifenoles con propiedades

antioxidantes como las catequinas (5), epicatequina (6), quercetina (7),

kaempferol (8) y luteolina (9) (Figura 4) (Ozaki y cols, 1990; Kato y cols,

2012).
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Figura 4. Estructura quimica de los polifenoles aislados de la especie
Vitis vinifera L.
Tomado y modificado de Ozaki y cols, 1990.

Ademas, estos compuestos forman dimeros, trimeros y tetrdmeros
(proantocianidinas polifendlicas), que también se encuentran en diferentes
partes de la planta. Entre las numerosas proantocianidinas identificadas en la
semilla, destacan, por su abundancia el dimero procianidina B2 (10) y el

trimero procianidina C1 (11). Otras procianidinas presentes en la semilla de
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uva son los dimeros procianidina B1 (12), procianidina B3 (13), procianidina
B4 (14) y procianidina A2 (15), asi como leucoantocianidinas (oligébmeros y
polimeros) y antocianinas (16) (Figura 5) que se encuentran principalmente
en frutos flores y hojas. Los niveles de antocianinas en las uvas estan
asociados no solo con la porcién de la fruta analizada, sino que también
pueden verse influenciados por factores como el método de cultivo, los
aspectos climaticos y los factores fisicoquimicos como el pH y la temperatura

(Ozakiy cols, 1990; Kato y cols, 2012; Leguizamoén, Gonzéalez y Baez, 2005).

OH
OH

Procianidina B2 (10)
Procianidina C1 (11)

Figura 5. Estructura quimica de proantocianidinas polifendlicas aisladas
de la especie Vitis vinifera L.

Tomado y modificado de Ozaki y cols, 1990.
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Continuacién Figura 5. Estructura quimica de proantocianidinas
polifendlicas aisladas de la especie Vitis vinifera L.

Tomado y modificado de Ozaki y cols, 1990).
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Los compuestos fendlicos, son una combinacién de proantocianidinas, los
cuales dan la pigmentacion de la uva. Entre ellos se hallan taninos,
flavonoides, antocianos y acidos fenolicos. Estos compuestos polifendlicos
en V. vinifera han evidenciado ser responsables de las funciones
antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y antitumorales. Las
proantocianidinas de V. vinifera tienen un papel como metabolitos de defensa
contra herbivoros y patdégenos (Calapai, Bonina, Bonina, Rizza, Mannucci,

Arcoraci y cols, 2017).

Las semillas contienen taninos y acidos fendlicos; la pulpa contiene acidos
fendlicos, algunos taninos, excepcionalmente antocianos y los hollejos

contienen taninos, antocianos, acidos fendlicos y flavonoides (Reynier, 2012).

La baya contiene metabolitos secundarios bioactivos, especialmente los
polifenoles como las catequinas, acidos fendlicos y antocianinas (Riedel

Akumo, Min, Smetanska y Neubauer, 2022).

Usos etnobotanicos de la especie Vitis vinifera L.

Las uvas constituyen uno de los frutos mas apreciados, nutritivos y ricos
en vitamina C conocidos. Las uvas secas llamadas pasas son también
nutritivas y de buen sabor. Pero la mayor importancia sin dudas de Vitis
vinifera L., reside en su utilizacion para la elaboracién de vinos, alcoholes y
vinagres, a partir de la fermentacion del jugo de sus frutos. El cultivo de la vid
y la fabricacion del vino son tan antiguos que es imposible precisar con
exactitud el origen, cronologia y lugar. Actualmente su elaboracion es tan
importante que constituye una verdadera disciplina cientifica conocida como
"Enologia" (Sozzi, 2008).
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Actividad biolégica de la especie Vitis vinifera L.

La uva y sus derivados vinicos se consideran alimentos funcionales
debido a que son ricos en compuestos fendlicos, en especial flavonoides, con
propiedades antioxidantes. Tienen propiedades farmacoldogicas vy
bioguimicas, incluyendo propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antiaterogénicas  (anti-formador de ateromas), antimicrobianas vy
antioxidantes. La capacidad anticancerigena de los compuestos fendlicos se
ha relacionado con los canceres de colon, eséfago, pulmén, higado, mama y
piel (Jianmei y Mohamed, 2012).

Por la facilidad que ofrece la uva para ser consumida, los beneficios que
brinda a la salud y el dulzor que proporcionan sus granos, hacen de ella un
alimento ideal para las personas de todas las edades. Aunado a lo anterior,
la uva es una fruta rica en potasio, magnesio, calcio, acido ascorbico,
fitoquimicos, fibra dietética, y acidos grasos insaturados. A la uva se le
atribuyen propiedades laxantes, depurativas, diuréticas y antitumorales, por
lo tanto, cumple con las caracteristicas para ser considerado como alimento

funcional (Avifia, Carranza, Vasquez y Carranza, 2016).

Extractos vegetales

Son compuestos producidos de la obtencién de sustancias biolégicamente
activas presentes en los tejidos de plantas, por el uso de un solvente
(alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de
extraccion adecuado. De una misma planta, dependiendo de la parte de ella
utilizada, del solvente y de la técnica de extraccién, podremos obtener una

diferente gama de sustancias (Santamaria, Martin y Astorga, 2015).

24



Métodos de obtencidn de los extractos vegetales

Maceracion

Es un procedimiento en el que se coloca el material vegetal, desecado en
un recipiente adecuado con tapa. Se agrega suficiente cantidad de disolvente
0 mezcla de disolventes, hasta tapar totalmente el material vegetal. Se deja
en reposo a temperatura ambiente o en un sitio tibio durante el tiempo
indicado (3 a 7 dias), hasta que el material soluble se disuelva. Se agita con
frecuencia durante el tiempo de maceracion. Luego se filtra y estruja el marco
para retirar el disolvente. Para completar a volumen se hace pasar disolvente
hasta alcanzar el volumen deseado. La operacion se puede repetir con igual

o diferente disolvente (Nadinic, Bandoni, Martino y Ferraro, 2016).

Percolacion

Se humedece 1 Kg del material vegetal con una cantidad adecuada del
disolvente prescripto para humectarla y embeberla bien. Se deja en
maceracion en un recipiente por un tiempo determinado. Luego se empaca
un percolador de tamafo adecuado con el material vegetal. Se agrega
suficiente disolvente hasta obtener una columna en el percolador. Se tapa el
orificio inferior, se cubre el percolador y se lo deja macera durante 48 horas.
Pasado este tiempo se abre la canilla inferior y se comienza a colectar el
percolado, reservando las primeras fracciones. Se continda la percolacion
agregando més cantidad de disolvente hasta el agotamiento del material
vegetal (Nadinic y cols, 2016).
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Decoccién

Se obtiene por calentamiento a ebullicion del material vegetal con el
disolvente o con agua. Generalmente se emplea para materiales vegetales
cuyas partes usadas sean duras como cortezas, tallos, raices, y que
contengas principios solubles en el disolvente y que sean termoestables
(Nadinic y cols, 2016).

Infusién

Este proceso se utiliza para materiales vegetales con principios solubles
en agua. Son extemporaneas, facilmente atacables por hongos y bacterias,
al igual que la decoccidn. Se prepara en una proporcion de 50 g de material
vegetal por litro de agua. Primero de embebe el material vegetal con agua
caliente y se lo deja en reposo por 15 minutos, luego se agrega el resto de
agua hirviendo y se deja reposar por 30 minutos. Se filtra y se exprime bien
el marco. Se hace pasar agua hirviendo por el marco hasta completar los
1.000 mL. Esta preparacion al igual que la decoccion debe ser refrigerada
(en cuyo caso se conserva solo por unos dias), salvo que se congele o se

agregue algun conservante (Nadinic y cols, 2016).

Productos Naturales

Los productos naturales son compuestos sintetizados por los
organismos Vvivos, que participan en los mecanismos de defensa vy
supervivencia por lo que son considerados como metabolitos secundarios;
es importante conocer que no tienen utilidad aparente para el ser que lo
sintetiza a diferencia de los metabolitos primarios que presentan una

utilidad definida (Marcano y Hasegawa, 2002).
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El reconocimiento de metabolitos secundarios se realiza por medio de
pruebas fitoquimicas preliminares, las cuales son una prueba quimica de
caracterizacion consistente en una reaccion quimica que produce alteracion
rapida en la estructura molecular de un compuesto, por ejemplo, la
modificacion de un grupo funcional, la apertura de un sistema anular, o la
formacion de un complejo, lo cual da por resultado una manifestacion
sensible como el cambio de un color, la formacion de un precipitado o el
desprendimiento de un gas, dandonos indicios de la presencia o ausencia de
un metabolito secundario en particular (Martinez, Valencia y Jiménez, 2008).
A continuacién, se describen algunos productos naturales o metabolitos

secundarios.

Alcaloides

Los alcaloides son sustancias basicas que contienen nitrogeno en un
anillo heterociclico, son derivados de amino&cidos, presentan distribucion
taxondmica limitada y se encuentran en plantas superiores como sales de un
acido organico. Atendiendo a su solubilidad, propiedad empleada para
extraerlos y purificarlos, la base del alcaloide es soluble en solventes
organicos y pueden formar sales solubles en solventes polares cuando se

encuentra en acidos minerales diluidos (Martinez y cols, 2008).
Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifenélicos con quince atomos de
carbono, cuya estructura consta de 2 anillos de benceno unidos por una

cadena lineal de tres carbonos. El esqueleto de los flavonoides se representa
por el sistema C6-C3-C6 (Martinez y cols, 2008).
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Saponinas

Las saponinas son un grupo de glicosidos solubles en agua, que tienen la
propiedad de hemolizar la sangre y disminuir la tension superficial del agua,
formando espuma abundante. Las saponinas por hidrélisis se desdoblan en

carbohidratos y una aglicona llamada sapogenina (Martinez y cols, 2008).

Cumarinas

Las cumarinas son un grupo muy amplio de principios activos fendlicos y
tienen en comun la estructura quimica de 1 -benzopiran-2-ona. Se
caracterizan porque presentan fluorescencia bajo la luz ultravioleta a 365 nm
(Martinez y cols, 2008).

Quinonas

Las quinonas son dicetonas ciclicas insaturadas que por reduccion se
convierten en polifenoles, siendo reversible esta reaccion. Las quinonas
derivan su nombre del miembro mas simple de la serie p-benzoquinona
obtenida en 1838 por Woskresensky, como producto de oxidacion del acido
quinico (Martinez y cols, 2008).

Taninos

Los taninos son productos de excrecion de muchas plantas, involucrados
en mecanismos de defensa de las mismas, contra organismos parasitos. Se
encuentran mas comunmente en hojas, ramas y debajo de la corteza.
Quimicamente los taninos son polimeros de polifenoles, sustancias con alto
peso molecular (comprendido entre 500 a 3000), se clasifican en: Taninos

Hidrosolubles o Pirogalicos: Son ésteres facilmente hidrolizables formados
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por una molécula de azucar (en general glucosa) unida a un niumero variable
de moléculas de acidos fendlicos (acido galico o su dimero, el acido elagico)
(Martinez y cols, 2008).

Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes
en una planta y, a partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de
los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés. Consiste en
la extraccién de la planta con solventes apropiados y la aplicacion de
reacciones de coloracion. Debe permitir la evaluacion rapida, con reacciones

sensibles, reproducibles y de bajo costo (Sharapin, 2000).

A continuacion, se presentan los fundamentos de cada una de las

pruebas que se llevaron a cabo en este estudio:

Pruebas para determinar alcaloides

Ensayo de Wagner, Mayer y Dragendorff: La extraccion de alcaloides
se basa en que habitualmente se encuentran en estado de sales, en
su basicidad y en disolventes organicos; puede llevarse a cabo con un
disolvente (diclorometano, cloroformo, benceno o diéxido de etilo) en
medio alcalino o en medio acido con una disolucidon alcohdlica o

hidroalcohdlica acidificada (Bruneton, 2001).
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Prueba para determinar triterpenos/esteroles

Ensayo de Lieberman-Bouchard: estd compuesto por una mezcla de
acido sulfarico y anhidrido acético que producen sustancias
cromoéforas con el ciclopentano perhidrofenantreno. La positividad de
la prueba se observa por la aparicion de un color rojo, verde o azul
(Dominguez, 1979).

Prueba para determinar compuestos fendlicos

Ensayo de tricloruro férrico (FeCls): Las sustancias precipitan en
presencia de cloruro férrico. Esta respuesta se debe al efecto
producido por el ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo,
provocando una ruptura de enlace y la union del grupo fendxido al

hierro (Dominguez, 1979).

Prueba para determinar saponinas

Ensayo de la espuma: el ensayo de espuma permite reconocer la
presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénicas.
La caracteristica estructural de estos compuestos le confiere un
caracter anfétero que les permite actuar como tenso activos y formar
espuma que es estable por lo menos 30 segundos (Payo, Oquendo y
Oviedo, 1996; Carvajal, Uribe, Sierra y Rueda, 2009).

Prueba para determinar taninos
Ensayo de la gelatina: Esta prueba permite reconocer los compuestos

guimicos llamados taninos, estos son polimeros polifendlicos que
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tienen la propiedad de desnaturalizar las proteinas de la solucion de

gelatina produciendo un precipitado (Gonzalez, 2011).

Pruebas para determinar flavonoides

Ensayo de Shinoda: permite reconocer la presencia de flavonoides en
un extracto vegetal. El ensayo se considera positivo cuando el alcohol
amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en

todos los casos (Payo y cols, 1996).

Prueba de NaOH al 10%: la aparicion de amarillo a rojo (xantonas y/o
flavonas), café a purpura rojizo (chalconas) y azul (antocianinas)
(Dominguez, 1979).

Prueba para determinar cumarinas

Prueba de Hidroxido de Amonio concentrado (NH4OH concentrado):
las cumarinas se caracterizan por su intensa absorcién en la regién
ultravioleta del espectro, las cuales al ser examinadas a la luz
ultravioleta presentan coloracion exaltada en presencia de amoniaco

(fluorescencia azul-violeta) (Bruneton, 2001).
Prueba para determinar antraquinonas
Ensayo de Borntrager: Para la identificacion de antraquinonas se

emplea el ensayo de Borntrager. Si la fase acuosa alcalina se colorea

de rosado a rojo, el ensayo se considera positivo (Payo y cols, 1996).
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Prueba para determinar quinonas

Prueba de Acido Sulfirico concentrado (H2SOa concentrado): una
pequefia cantidad de muestra se disuelve en H2SOq4 [ ]. La prueba es
positiva al aparecer una coloracion roja-purpura (Bucay, 2009).

Prueba para determinar lactonas sesquiterpenos

Ensayo de Baljet: permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos con agrupamiento lacténico. En estas condiciones se
considera la presencia de esta familia de compuestos por la aparicion

de una coloracion o un precipitado rojo (Payo y cols, 1996).

Bacterias

En la naturaleza existen 2 clases de células, las procariotas y las
eucariotas; las primeras son evolutivamente mas antiguas, solo se hallan
como seres unicelulares y constituyen las bacterias. El resto de los
organismos vivos unicelulares y pluricelulares estd formado por células

eucariotas (Guillem, 2006).

Caracteristicas generales de las bacterias

Las bacterias poseen un tamafio medio que oscila entre 2 y 10 ym. Su
citoplasma esta repleto de ribosomas; el material genético, constituido por
acido desoxirribonucleico (ADN), forma un conglomerado compacto
(nucleoide) carente de membrana nuclear. La membrana citoplasmatica esta
rodeada externamente por una pared dura y elastica, de peptidoglicano
(glicopéptido, mureina), que confiere la forma a la célula. Algunas bacterias
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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
cromosomico (nucleoide) puede existir ADN extracromosdmico formando
plasmidos. Algunas estructuras bacterianas, como el lipopolisacarido de la
pared, el polisacarido capsular y las proteinas de los flagelos, son
antigénicas, por lo que inducen la produccion de anticuerpos cuando infectan
al hombre. Los diferentes grupos bacterianos poseen diversas capacidades
metabdlicas (litoautétrofas, fotoautdtrofas, organoheterotrofas, etc.), el grupo
gue tiene interés en medicina es el que posee un metabolismo heterotrofo; es
decir, requiere sustratos organicos como fuente de energia y de carbono.
Para el desarrollo de su metabolismo algunas bacterias necesitan oxigeno
(bacterias aerobias); para otras el oxigeno resulta letal (bacterias anaerobias)
y algunas pueden multiplicarse tanto en presencia como en ausencia de

oxigeno (bacterias facultativas) (Guillem, 2006).

Clasificacion de las bacterias

Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas poseen una pared que esta constituida por
varias capas peptidoglicano que conforma una estructura rigida y gruesa.
Ademas, contiene acidos teicoicos, que estdn compuestos principalmente por
un alcohol y fosfato. Existen dos clases de &acidos teicoicos: el acido
lipoteicoico que abarca toda la capa del peptidoglicano y esta unida a la
membrana plasmética, y el acido teicoico mural, que esta unido a la capa de
peptidoglicano (Figura 6). Estos acidos son responsables de una gran parte
de la especificidad antigénica de la pared celular y en consecuencia permiten
la identificacion de las bacterias mediante ciertas pruebas de laboratorio
(Tortora, Funke y Case, 2007).
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Figura 6. Pared celular de las bacterias Gram positivas.

Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Dentro de las bacterias Gram positivas se encuentran una gran variedad
de géneros y especies, para fines del estudio; solo se describirdn las

siguientes especies:

Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos en racimos irregulares, inmoviles no
formadores de esporas, sin capsula, catalasa y coagulasa positiva y aerobios
facultativos, poseen alta tolerancia a la sal, fermentan el manitol, las colonias
son redondas, lisas, elevadas y resplandecientes de color amarillo dorado
intenso. Crecen bien en condiciones de presion osmotica elevada y humedad
reducida, lo cual explica en parte que pueden desarrollarse y sobrevivir en
las secreciones nasales y en la piel. Causan infecciones pidgenas en
lactantes y nifios, en la piel, celulitis, furdnculos e infecciones post-

operatorios (Tortora, Funke y Case, 2007).
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Enterococcus faecalis

Son cocos Gram positivos que se encuentran formando parte de la
microbiota de la cavidad oral y del tracto gastrointestinal, anaerobio
facultativo, catalasa negativa, inmovil y no esporulado que se dispone en
pares o cadenas. Son microbios relativamente resistentes, persisten como
contaminantes en el ambito hospitalario, en las manos, en la ropa de cama,
incluso como aerosol fecal. En el &mbito médico, con frecuencia invaden el
torrente sanguineo a través de elementos invasivos como los catéteres

permanentes (Tortora, Funke y Case, 2007).

Bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas poseen una pared celular compuesta por
pocas capas de peptidoglicano y una membrana externa, compuesta por
lipopolisacéridos, lipoproteinas y fosfolipidos. Su intensa carga negativa
dificulta considerablemente la fagocitosis y la actividad del complemento dos
complementos de defensa del huésped. La membrana externa también
constituye una barrera que impide el paso de ciertos antibiéticos, de enzimas
digestivas, de detergente de metales pesados, de sales biliares y de ciertos
colorantes. Sin embargo, la membrana no impide el paso de todas las
sustancias presentes en el medio, puesto que las células necesitan
nutrientes para sustentar el metabolismo. La permeabilidad de la membrana
se debe en parte a la presencia de proteinas llamadas porinas, las cuales

forman canales de membrana (Figura 7) (Tortora, Funke y Case, 2007).

35



Loopoly-
?:;cs)tu\de
m. ﬂ‘ 8nm
i
Periplasm | .................................................
e [}

Figura 7. Pared celular de las bacterias Gram negativas.
Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Dentro de las bacterias Gram negativas se encuentran diversos géneros y
especies, en este estudio solo seran descritas las especies mencionadas a

continuacion:

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo, movil, aerobio, no forma esporas, fermenta la
glucosa, es negativo al indol y generalmente no tiene capsula. En un medio
de agar sangre, las colonias son grandes, irregulares con pigmento verde.
Tienen proteasas que pueden ser responsables de las lesiones cutaneas
hemorragicas observadas en algunas infecciones. Ademés, produce una
enterotoxina responsable de la diarrea asociada con infecciones intestinales,
también da lugar a infecciones del tracto urinario, infecciones de quemaduras
y heridas, meningitis, bronconeumonia y endocarditis bacteriana (Tortora,
Funke y Case, 2007).
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Klebsiella pneumoniae

Es un bacilo no flagelado, por lo tanto, inmovil, anaerobio facultativo. Se
encuentra frecuentemente en el suelo o el agua. Esta especie puede producir
una forma grave de neumonia en los seres humanos (Tortora, Funke y Case,
2007).

Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, aerobio o anaerobio, fermenta la lactosa y la
glucosa, sin capsula y moviles. Las cepas lisas forman colonias incoloras,
convexas Y brillantes. Se encuentra en el intestino grueso, es responsable de
cuadros febriles y diarreicos, puede desplazarse del conducto intestinal al
tracto urinario y a los rifiones por via hematdégena, causando con mayor
frecuencia procesos patologicos en el tracto urinario (Tortora, Funke y Case,
2007).

Resistencia bacteriana

Las bacterias pueden presentar resistencia a los antibiéticos como
resultado de mutaciones cromosomales e intercambio de material genético
de otras bacterias o fagos (virus que utilizan bacterias para su desarrollo y
reproduccién) (Tenover, 2006).

La resistencia bacteriana puede ser:
» Natural
La resistencia natural o intrinseca es una propiedad especifica de las

bacterias, su aparicion es anterior al uso de los antibidticos y tiene la

caracteristica de ser inherente a una especie en particular (Tenover, 2006).
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» Adquirida

La resistencia adquirida es un verdadero cambio en la composicion
genética de la bacteria y constituye un verdadero problema en la clinica.
Existe un fendbmeno conocido como tolerancia, considerado como un tipo de
resistencia adquirida, aun cuando el microorganismo siga siendo sensible al

medicamento (Tenover, 2006).

Métodos para determinar la actividad antibacteriana

Método de difusion en agar

Este método de difusién en disco o0 en pozo, esta apoyado por datos
clinicos y de laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son
altamente reproducibles. También llamado método de Kirby-Bauer, fue
estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos
de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos. El fundamento de esta
determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de un conjunto
de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que
se aislan de procesos infecciosos. El método se basa en la relacion entre la
concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el
halo de inhibicién de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un
medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a
ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de
diametro, o se ha sembrado en pozo una cantidad conocida de la sustancia.
Los medios de cultivo mas utilizados son el agar Mueller-Hinton y agar
tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes
cepas bacterianas y mayor difusion de las muestras. Algunos investigadores

utilizan el agar nutritivo (Barry, Amsterdam, Coyle, Gerlach y Thornsberry,
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1979; Hacek, Dressel y Peterson, 1999; European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing EUCAST, 2000).

En el caso de evaluar varias sustancias los discos de papel filtro o los
pozos deben ponerse en forma equidistante. A continuacion, se procede a su
incubacion a la temperatura adecuada por 24 horas luego se mide el halo de
inhibicion y se comparan los efectos de las distintas sustancias sobre el
microorganismo estudiado, con el antibiético control. La lectura de los
resultados representa la actividad in vitro de la sustancia. Algunos autores
refrigeran las placas a 4°C para permitir la predifusion de los extractos antes
de la incubacién (Tepe, Daferera, Sokmen y Polissiou, 2004; Mbata, Debiao y
Saikia, 2006).

Métodos de dilucién

El método de dilucion en agar o en caldo como test de susceptibilidad
microbiana es utilizado para determinar la concentraciéon minima bactericida
(CMB) y la concentracion minima inhibitoria (CMI) la cual es definida como la
concentracibn mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible
de un microorganismo después de incubar por 24 horas, y la CBM como la
concentraciébn mas baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo
después de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado, estas
variables son una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos
(Andrews, 2001; McDermott, Bodeis, Fritsche, Jones y Walker, 2005).

En la técnica de dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdilucion) que contienen concentraciones crecientes del extracto
vegetal. El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o
pozos de las microplacas y la CMI es determinada después de la incubacion.

En el método de dilucion en agar, las cajas se siembran por profundidad con
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una determinada concentracion de extracto vegetal, luego se inoculan con el
microorganismo en estudio y se incuban por 24 horas, después de ésta, se
examina si el microorganismo crece o0 no en cada una de las cajas, la
principal desventaja de este método es la cantidad necesaria de muestra a
evaluar. Los métodos de microdilucién en caldo son una técnica Util para
determinar CMI, en un gran namero de muestras. La ventaja sobre los
métodos de difusidn radica en un aumento de la sensibilidad para cantidades
pequeias, lo cual es importante cuando se trabaja con productos naturales,
ademéas permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostéatico
(Langfield, Scarano, Heitzman, Kondo, Hammond y Neto, 2004).

Definicién operacional de términos

Bactericidas

Son sustancias que provocan la destruccién y muerte del germen por lo
gue su accion sobre el mismo es irreversible (Dominguez, Galiana y Pérez,
2002).
Bacteriostéaticos

Son antisépticos que consiguen frenar el crecimiento de los
microorganismos. Este procedimiento es reversible por lo que cuando deja

de estar presente la sustancia bacteriostatica, los gérmenes pueden volver a

reproducirse (Dominguez y cols, 2002).
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Medios de cultivo

Es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes, que proveen condiciones bioquimicas y biofisicas apropiadas
para el aislamiento, desarrollo y mantenimiento de los microorganismos

(Dominguez y cols, 2002).

Antibiograma

Es el procedimiento que se utiliza en el laboratorio para la determinacion
de la sensibilidad de un microorganismo ante diferentes antibioticos. Es la
principal ayuda que ofrece el laboratorio clinico para la elecciébn de un

tratamiento apropiado (Dominguez y cols, 2002).

Operacionalizaciéon de las variables

La operacionalizacién de las variables se emplea en la investigacion
cientifica para designar al proceso mediante el cual se transforma la variable
de conceptos abstractos a términos concretos, observables y medibles (Ver
tabla 2-3), es decir, dimensiones e indicadores; por lo general se representa

en un cuadro (Hurtado, 2010).
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Tabla 2. Operacionalizacion de la variable dependiente

Actividad antibacteriana del
extracto de las hojas y
semillas de la especie Vitis
vinifera L.

Métodos de difusion en agar
(Kirby-Bauer)

Dependiente
Cualitativa

Discreta

Sensible

Resistente

Es la capacidad que tienen
algunas sustancias de inhibir
el crecimiento y desarrollo
de bacterias o su eliminacion

sin dafar el organismo
infectado  (Martinez, De
Ferrer, Ojeda, Ferrer y Nava,

2003).

Presencia de halos de
inhibicion definidos: positivo

Ausencia de halos de

inhibicion definidos: negativo

Fuente: Giraldo y Buitrago, 2023.
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Tabla 3. Operacionalizacion de la variable independiente

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion Conceptual
¢, Qué es?

Composicion quimica del
extracto de las hojas y
semillas de la especie Vitis
vinifera L.

Independiente
Cualitativa
Discreta

Los metabolitos secundarios
son los responsables del
olor, del sabor y del color de
la planta. Presentan
propiedades bioldgicas,
muchos desempefian
funciones ecolégicas y se
caracterizan por sus
diferentes usos y
aplicaciones como
medicamentos, insecticidas,
herbicidas, entre  otros.
Reciben también la
denominacion de productos
naturales (Castillo y
Martinez, 2007; Pérez vy
Avalos, 2009)

4.Definicion operacional
¢, Cémo se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

Tamizaje fitoquimico

Pruebas quimicas
cualitativas:

- Alcaloides
Ensayo de Dragendorff,
Wagner, Mayer

Aparicién de turbidez o
precipitado

- Esteroles y/o

Triterpenos
Ensayo de Lieberman-
Bouchard

Coloracion azul o verde

Coloracioén violeta

- Saponinas
Altura de la espuma

Formacién de abundante
espuma

- Taninos
Ensayo de la gelatina

Precipitado blanco

- Flavonoides
Ensayo de Shinoda

Prueba de NaOH 10 %

Coloracién naranja a rojo
para flavonas

Coloracion rojo para
flavonoles

Coloracion magenta para
flavononas

- Quinonas y Antraquinonas
Prueba de H2SO4 conc.
Ensayo de Bontrager

Coloracion roja

Fuente: Giraldo y Buitrago, 2023.
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Hipodtesis

Estudios realizados a la especie Vitis vinifera L., han reportado la
presencia de compuestos fendlicos posiblemente responsables de las
diferentes actividades bioldgicas, en tal sentido se presume que el extracto
metandlico de las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L., recolectada
en los Andes venezolanos presente compuestos similares con actividad

antibacteriana frente a cepas Gram positivas y Gram negativas.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion tiene relacion con la interrogante de estudio en la
cual se resalta lo que se quiere saber, esto marca el logro general que se
desea conseguir durante el proceso de la investigacion. En consecuencia, el
verbo a utilizar en el objetivo tiene que implicar un logro (Hurtado, 2010). En
tal sentido, esta investigacibn es confirmatoria ya que, se encarga de
establecer relaciones de causa y efecto.

Disefio de Investigacion

El disefio de investigacion se debe determinar a través de las estrategias
gue se implementan para recolectar la informacibn en una fuente
determinada, en un tiempo especifico y en una cantidad o amplitud asociada
a lo qué se quiere saber (Hurtado, 2010). Por tal motivo, dicha investigacion
tuvo un disefio experimental, ya que los extractos obtenidos de las hojas y
semillas de la especie Vitis vinifera L., se sometieron a ciertas pruebas para
determinar su composicién quimica y actividad antibacteriana frente a cepas

Gram positivas y Gram negativas.
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Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacién, o en términos mAas precisos poblacién objetivo, es un
conjunto finito o infinito de elementos con caracteristicas comunes para los
cuales seran extensivas las conclusiones de la investigacion. Esta queda
delimitada por el problema y por los objetivos de estudio (Arias, 2006). En tal
sentido, la unidad de investigacion fue la especie Vitis vinifera L.

Seleccion del tamafio muestral

La “n” muestral estuvo representada por las hojas y semillas de la especie

Vitis vinifera L.

Sistema de variables

Las variables relacionadas con el objetivo de esta investigacion son las
siguientes: Variable dependiente (VD): actividad antibacteriana del extracto
de las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L., variable independiente
(VI): composicion quimica del extracto de las hojas y semillas de la especie
Vitis vinifera L. Estas variables corresponden a los ndcleos seménticos del
problema de investigacion, a la vez, permitiran la verificacion del evento de

estudio en la unidad de investigacion.
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Procedimientos de la Investigacion

Recoleccién de la muestra

La muestra, fue recolectada en el sector José Adelmo Gutiérrez de la
Parroquia Matriz del Municipio Campo Elias del Estado Mérida, y fue
transportada al Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y

Bioandlisis de la Universidad de los Andes.

Obtencion de los extractos

Secado de las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L.: el
material vegetal fue secado al aire libre protegido de la luz solar.

Molienda del material vegetal seco (hojas y semillas): se procedi6 a la
molienda en un mortero de porcelana (semillas) y en una licuadora (hojas)
hasta obtener un polvo fino.

Extraccion de las hojas y semillas: la muestra fue sometida a extraccion
por maceracion en frio, utilizando como solvente metanol, durante un periodo
de 10 dias. Pasado ese tiempo se calento y filtr6 cada extracto para luego
ser concentrados.

Concentracion de los extractos en un rotavapor: los extractos (hojas y
semillas) fueron concentrados utilizando un rotavapor a la temperatura de 40
°C. Posterior a ello, el producto seco se pesoé y colocé en un envase de color
ambar.

Refrigeracion de los extractos: finalmente, se llevaron a refrigeracion (4
OC)

En el Esquema 1 se presenta el procedimiento para la obtencion de la

composicién quimica del extracto de la especie Vitis vinifera L.
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Esquema 1. Procedimiento para la obtencion del extracto de las hojas y

semillas de la especie Vitis vinifera L.

Obtencién de Extractos

1. Recoleccion del material vegetal

2. Obtencién de los extractos

Fuente: Giraldo y Buitrago, 2023
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2.1 Secado de las hojas y semillas de la
especie Vitis vinifera L.

|

2.2 Molienda del material vegetal seco
(hojas y semillas)

|

2.3 Extraccion de las hojas y semillas con
solvente (metanol) mediante el método de
maceracion

|

2.4 Concentracion de los extractos en un
rotavapor

|

2.5 Refrigeracion de los extractos




Tamizaje fitoquimico de la especie Vitis vinifera L.

En la Tabla 4, se presenta el procedimiento del tamizaje fitoquimico que

se llevo a cabo para determinar

mediante pruebas cualitativas

los

metabolitos secundarios presentes en el extracto de metanol de las hojas y

semillas de la especie Vitis vinifera L.

Tabla 4. Procedimiento para el tamizaje fitoquimico de la especie Vitis

vinifera L.
Wagner Se disolvio una porcion del extracto de | Precipitado rojo pardo
en 2 mL de HCI al 5%, luego se agitd, | Precipitado blanco o]
Alcaloides Mayer filtr6 y se tomd una alicuota a la que | amarillento
se le afiadieron gotas de los diferentes
Dragendorff | reactivos (Wagner, Mayer y Precipitado rojo- anaranjado
Dragendorff).
Esteroles
A una pequefia porcidon del extracto | Observacion de una
Lieberman- | concentrado se le afiadi6 1 mL de | coloracion azul o verde
Bouchard acido acético anhidro y luego se
Triterpenos estratifico con 2-3 gotas de H2SOs | Observacion de una
concentrado coloracion violeta
Compuestos Reaccion Al extracto disuelto en agua se le | Aparicién de un color verde,
fendlicos con FeCl3 10 | afiadi6 unas gotas de cloruro | azul o negro
% férrico al 10 %
Se colocd en un tubo de ensayo 1 mL | Formacién de espuma
Saponinas Alturade la | del extracto y se agitd vigorosamente | estable por 30 minutos
espuma durante 1 minuto

Fuente: Dominguez, 1979; Orantes, 2008; Tambe, Pedhekar y Harshali, 2021.
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Continuacién Tabla 4. Procedimiento para el tamizaje fitoquimico de la

especie Vitis vinifera L.

Se disolvieron 10 mg del extracto en 10

Formacion de un

Taninos Gelatina 1 %
mL de una solucién de gelatina (1%) precipitado blanco
Coloracién naranja a
A 1 mL de extracto diluido, se le adiciond | rojo para flavonas y
. una pequefia cantidad de magnesio | xantonas
Shinoda metalico y 3 gotas de HCI concentrado. Coloracion rojo para
flavonoles
Coloracién magenta
Flavonoides para flayononas
Coloracién de
amarillo a rojo para
flavonas y xantonas
A 1 mL de extracto diluido, se le | Coloracién café¢ a
NaOH 10 % | agregaron 3 gotas de hidréxido de sodio | naranja para
al 10 %. flavonoles
Coloracién purpura a
rojiza para chalconas
Prueba de | Al extracto se le afiadié 0,5 mL de etanol
Cumarinas | Hidréxidode |y 2gotas de hidréxido de amonio fluorescencia azul-
) L violeta
Amonio concentrado, luego se examiné bajo la
(NH4OH) luz ultravioleta.

Fuente: Orantes, 2008; Dominguez, 1979.
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Continuacion Tabla 4. Procedimiento para el tamizaje fitoquimico de la

especie Vitis vinifera L.

H.SO4 A 10 mg del extracto, se le adiciond 1 gota Coloracién roja-
) de acido sulfdrico concentrado. purpura
Quinonas conc.
y
Antraguinonas Bontrager A_ 10 mg del extra(.:to, se le agreg6 1 gota de Coloracién rojo-
hidréxido de amonio concentrado (NHsOH). cereza
Lactonas Baliet Se disolvieron 10 mg del extracto y se le | coloracion de
J adicion6 de 3 a 4 gotas del reactivo de | naranja a rojo
sesquiterpenos Baljet.

Fuente: Dominguez, 1979; Rajesh, Latha, Selvamani y Rajesh, 2010; Tambe, Pedhekar y
Harshali, 2021.

Evaluacion de la actividad antibacteriana por el método de difusion del
disco en agar (Kirby-Bauer)

La evaluacion de la actividad antibacteriana, se realizé en el Laboratorio
de Actinomicetos del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia
y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, mediante el método de difusion
del disco en agar. En el ensayo, se utlizaron bacterias de referencia
internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC) y sus
respectivos controles positivos (Tabla 5).

A continuacion, se menciona el procedimiento que se llevd a cabo

(Rotman, Ahumada, Demo, Oliva, Turina, Lépez, y Zygadlo, 2003); CLSI,
2020).

51



Preparacion del inoculo bacteriano: los in6culos se prepararon en
solucion salina estéril (0,85 % p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco de
cada cepa bacteriana repicada en caldo Mueller-Hinton, hasta lograr una
turbidez similar al patron de McFarland N° 0,5 (1,6 x 108 UFC/mL).

Preparacion de las placas de Petri con agar Mdieller-Hinton: se
colocaron aproximadamente 20 mL de agar Mueller-Hinton en placas de
Petri.

Siembra: los in6culos de cada microorganismo, se sembraron en la

superficie del agar con un hisopo estéril.

Colocacion de los discos: seguidamente, se colocaron en la superficie
del agar inoculado, los discos de papel de filtro, con el extracto a una
concentracion de 10.000 ppm (10 mg/mL), los controles positivos y el

control negativo.
Pre-incubacién: se pre-incub6 durante 30 minutos a la temperatura de 4
°C, con la finalidad de permitir que los compuestos presentes en el extracto

difundan sobre el agar.

Incubacion: luego se incub6 a una temperatura de 37 °C, durante 24

horas.

Lectura de la prueba: se realizo la lectura de los halos de inhibicién a las

24 horas, la zona de inhibicion fue expresada en milimetros (mm).

En el Esquema 2 se presenta el ensayo de la actividad antibacteriana por

el método de difusion del disco en agar (Kirby Bauer).
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Esquema 2. Ensayo de la actividad antibacteriana por el método de

difusion del disco en agar (Kirby Bauer)

Actividad antibacteriana por
el método de difusion del
disco en agar (Kirby Bauer)

Fuente: Giraldo y Buitrago, 2023

53

1. Preparacion del inoculo bacteriano

2. Preparacion de las placas de Petri
con agar Mueller-Hinton

3. Siembra con hisopo estéril

4. Colocacion de los discos con el
extracto, a una concentracion de
10.000 pom

5. Pre incubacion a 4 °C por 30
minutos

6. Incubacion por 24 horas a 37 °C

7. Lectura de la prueba a las 24 horas
(halos de inhibicion)

8. Resultados




Tabla 5. Microorganismos y controles positivos

MICROORGANISMOS

ANTIBACTERIANO

(CONTROLES POSITIVOS)

Staphylococcus aureus

Eritromicina (15 ug)

GRAM ATCC 25923
POSITIVOS Enterococcus faecalis Ampicilina (10 pg)
ATCC 29912
Escherichia coli Piperacilina (100 pg)
GRAM ATCC 25922
NEGATIVOS Klebsiella pneumoniae Piperacilina (100 pg)
ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa Piperacilina (100 pg)
ATCC 27853
(CLSI, 2020).

Disefio de anélisis

Los resultados de la investigacion fueron analizados a través de un

enfoque cuantitativo. Se tomaron los datos relacionados con el problema de

investigacion: relacion entre la actividad antibacteriana y la composicién

guimica del extracto de la especie Vitis vinifera L., los cuales fueron medidos

numéricamente y expresados en tablas (Palella y Martins, 2010).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

RESULTADOS

Determinacion del % de rendimiento del extracto metandlico de las

hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L.

En la tabla 6 se presentan los porcentajes de rendimiento del extracto

metandlico obtenido de las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L.

Tabla 6. Determinacion del % de rendimiento

Hojas 85 25,621 30,142

Semillas 7 1,236 17,657

Fuente: Giraldo y Buitrago, 2023.

En la determinacion del % de rendimiento se utilizo la siguiente formula:

Peso final del extracto obtenido
%R = — x 100
Peso inicial de la muestra
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Tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de las hojas y semillas de

la especie Vitis vinifera L.

El tamizaje fitoquimico se llevd a cabo mediante pruebas quimicas
realizadas al extracto metandlico obtenido de las hojas y semillas de la
especie Vitis vinifera L., con el fin de determinar la presencia de metabolitos
secundarios utilizando diferentes reactivos quimicos. Posterior a ello se
observaron las diferentes reacciones de coloracion y precipitacién, donde se
obtuvieron los siguientes resultados: presencia de alcaloides, esteroles,
compuestos fendlicos y taninos en el extracto metandlico de hojas; asi como
también, presencia de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y lactonas

sesquiterpenos en el extracto metandlico de semillas (Tabla 7, Figuras 8-18).
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Tabla 7. Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de las

hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L.

Alcaloides Reactivo
Dragendorff + -
Reactivo Mayer - -
Reactivo Wagner - -
Triterpenos/Esteroles | Reaccién de
Liebermann- + -
Burchard Verde
Compuestos Reaccion con al + + +
Fendlicos FeClz10 % Azul-Negro Azul-Negro
Saponinas Reaccién de - -
espuma
Taninos Gelatina + +
Flavonoides Reaccion de
Shinoda - -
Reaccién con - + +
NaOH al 10 % Naranja
Cumarinas Prueba con
NH4OH - -
concentrado
Antraquinonas Prueba con FeCl3 - -
Quinonas Prueba con H,SO,4
concentrado. ) -
Lactonas Ensayo de Baljet - +

Sesquiterpenos

Fuente: Giraldo y Buitrago, 2023.
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Pruebas quimicas realizadas
» Alcaloides: prueba realizada con reactivos de Dragendorff, Mayer y

Wagner

Leyenda: H hojas, S semillas, D Dragendorff, M Mayer, W Wagner, + positivo, - negativo.

Figura 8. Determinacion de alcaloides en el extracto metandlico de hojas y

semillas de V. vinifera L.

> Triterpenos/esteroles: prueba realizada con reaccion de Liebermann-

Burchard

Leyenda: H hojas, S semillas, T/E triterpenos/esteroles, + positivo, - negativo.
Figura 9. Determinacion de triterpenos/esteroles en el extracto metandlico de
hojas y semillas de V. vinifera L.
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» Compuestos fendlicos: prueba realiza con FeClz al 10%

Leyenda: P+ patrén positivo, H hojas, S semillas, P- patron negativo, CF
compuestos fendlicos, + positivo.

Figura 10. Determinacion de compuestos fendlicos en el extracto metandlico
de hojas y semillas de V. vinifera L.

» Saponinas: prueba realizada con reaccion de espuma
VV VV IR

Leyenda: P+ patrén positivo, H hojas, S semillas, Sa saponinas, - negativo.
Figura 11. Determinacion de saponinas en el extracto metandlico de hojas y

semillas de V. vinifera L.
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» Taninos: prueba realizada con el ensayo de la gelatina

Leyenda: P+ patron positivo, H hojas, S semiillas, T taninos, + positivo.
Figura 12. Determinacion de taninos en el extracto metandlico de hojas y
semillas de V. vinifera L.

» Flavonoides: prueba realizada con reaccion de Shinoda

Leyenda: P+ patrén positivo, H hojas, S semillas, F flavonoides, - negativo.

Figura 13. Determinacion de flavonoides (reaccion de Shinoda) en el
extracto metandlico de hojas y semillas de V. vinifera L.
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» Flavonoides: prueba realizada con reaccion de NaOH al 10%

Leyenda: P+ patrdn positivo, H hojas, S semillas, F flavonoides, - negativo.

Figura 14. Determinacion de flavonoides (reaccién de NaOH al 10%) en el

extracto metanolico de hojas y semillas de V. vinifera L.

» Cumarinas: prueba realizada con NH4OH concentrado

Leyenda: P+ patrdn positivo, H hojas, S semillas, C cumarinas, - negativo.

Figura 15. Determinacion de cumarinas en el extracto metandlico de hojas y

semillas de V. vinifera L.
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» Antraquinonas: prueba realizada con NH4OH concentrado

Leyenda: H hojas, S semillas, A antraquinonas, - negativo.

Figura 16. Determinacion de antraquinonas en el extracto metandlico de

hojas y semillas de V. vinifera L.

» Quinonas: prueba realizada con H2SO4 concentrado

Leyenda: Q quinonas, - negativo.

Figura 17. Determinacion de quinonas en el extracto metandlico de hojas y
semillas de V. vinifera L.
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» Lactonas sesquiterpénicas: prueba realizada con ensayo de Baljet

Leyenda: H hojas, S semillas, Ls lactonas sesquiterpénicas, + positivo, - negativo.

Figura 18. Determinacion de lactonas sesquiterpenos en el extracto

metandlico de hojas y semillas de V. vinifera L.

Actividad antibacteriana del extracto de metanol obtenido de las hojas y

semillas de la Especie Vitis vinifera L.

Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana del extracto
metandlico de las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L., evaluados
mediante la técnica de difusion de disco en agar (Kirby-Bauer) a la
concentracién de 10.000 ppm, fueron los siguientes: el extracto metandlico
de las hojas, mostré actividad frente a la cepa bacteriana Gram positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) con un halo de inhibicibn de 7 mm
(Figura 19); ademas de cepas bacterianas Gram negativas como
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) con un halo de inhibicion de 7 mm
(Figura 21), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) con un halo de inhibicion
de 7 mm (Figura 22), y Escherichia coli (ATCC 25922) con un halo de
inhibicion de 8 mm (Figura 23).

63



Asi mismo, el extracto metandlico de las semillas mostr6 actividad sobre
la cepa bacteriana Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) con
un halo de inhibicion de 7 mm (Figura 19); ademas de cepas bacterianas
Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) con un halo
de inhibicion de 7 mm (Figura 21), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) con
un halo de inhibicién de 8 mm (Figura 22), y Escherichia coli (ATCC 25922)

con un halo de inhibicion de 7 mm (Figura 23). (Tabla 8)

Tabla 8. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto metandlico de

las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L.

Cepas Extracto de Metanol Extracto de Metanol
Bacterianas de Hojas de Semillas

Staphylococcus
aureus 7 mm 7 mm
ATCC 25923

Enterococcus

faecalis
ATCC 29212

Pseudomonas

aeruginosa 7 mm 7 mm
ATCC 27853

Klebsiella

pneumoniae 7 mm 8 mm
ATCC 23357

Escherichia coli
ATCC 25992

8 mm 7 mm

Fuente: Giraldo y Buitrago, 2023.
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Figura 19. Extracto metanolico de hojas (37) y semillas (38) ensayado en S.

aureus

Figura 20. Extracto metandlico de hojas (37) y semillas (38) ensayado en E.
faecalis
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Figura 21. Extracto metandlico de hojas (37) y semillas (38) ensayado en P.

aeruginosa

Figura 22. Extracto metandlico de hojas (37) y semillas (38) ensayado en K.

pneumoniae
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Figura 23. Extracto metandlico de hojas (37) y semillas (38) ensayado en E.

coli

DISCUSIONES

En la presente investigacion se obtuvieron por maceracion los extractos
metandlicos de las hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L., dichos
extractos evidenciaron mediante el tamizaje fitoquimico la presencia de
metabolitos secundarios en las hojas, tales como: alcaloides, esteroles,
compuestos fendlicos y taninos; mientras que, en las semillas se evidencio la
presencia de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y lactonas

sesquiterpénicas.
Al comparar los resultados obtenidos con estudios anteriores en cuanto al

tamizaje fitoquimico de extractos metandlicos de Vitis vinifera L., de otros

paises, esta investigacion mostro tener composicion quimica similar.
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Rani y Vijayanchali (2021). Estudiaron el extracto de semillas de la
especie Vitis vinifera L., en diferentes solventes como agua, éter, acetona,
cloroformo, etanol y metanol encontrando compuestos quimicos tales como:
alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas, taninos, terpenoides, quinonas y
esteroles, demostrando asi relacion con los compuestos fendlicos, taninos y
flavonoides hallados en el extracto metandlico de las semillas de esta

investigacion.

Segun, Leal y cols (2020), en su investigacion reportaron la presencia de
compuestos fendlicos (acido galico) y flavonoides (catequina) en los
extractos hidrometandlicos de tallo de uva, guardando similitud con los
compuestos fendlicos y flavonoides encontrados en el extracto metandlico de

las semillas en este estudio.

En la investigacion de Radulescu y cols (2020), utilizando extractos
hidroalcoholicos de semillas de Vitis vinifera L., obtenidos mediante
maceracion clasica y extraccion asistida por ultrasonido, reportaron
compuestos quimicos como flavonoides y compuestos fendlicos, mostrando
similitud con el trabajo en estudio en cuanto a los compuestos quimicos
evidenciados en el extracto metandlico de semillas de Vitis vinifera L., y en

cuanto al método de maceracion.

Asimismo, usando extractos metandlicos y acuosos de hojas de Vitis
vinifera, obtenidos con extraccion continua, Devi y Singh (2017), evidenciaron
compuestos fenolicos (acido galico), flavonoides (rutina), taninos (rutina),
alcaloides (atropina), saponinas (diosgenina), esteroles (cicloartenol) y
terpenoides, en su trabajo de investigacion, lo cual concuerda con los
compuestos bioactivos como alcaloides, esteroles, compuestos fendlicos y
taninos reportados en el extracto metandlico de las hojas de Vitis vinifera L.,

en esta investigacion, empleando un método de extraccion diferente.
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Mientras que, Nirmala y Narendhirakanan (2011), en el tamizaje
fitoquimico realizado a los extractos etandlicos de las semillas de Vitis
vinifera L., obtenidos mediante extraccion continua, reportaron la presencia
de alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, triterpenos y esteroles, por
tanto, los metabolitos hallados en esta investigacion guardan relacion con los
descritos en dicha literatura, pero difieren en alcaloides, saponinas
triterpenos y esteroles ya que, no hubo reporte de dichos metabolitos en los
extractos de semillas de este estudio, empleando método de extraccidon
diferente.

En base a los trabajos anteriores, los compuestos quimicos hallados en
los extractos metandlicos de las hojas de esta investigacion son similares
quimicamente en relacion a los alcaloides, esteroles y compuestos fenélicos
reportados por Deviy Singh (2017), en los extractos metandlicos de hojas de
Vitis vinifera. Asi mismo, los extractos metandlicos de las semillas de esta
investigacion son similares quimicamente en relacion a los flavonoides y
taninos reportados por Rani y Vijayanchali (2021), en extractos metandlicos
de semillas de Vitis vinifera.

Por otra parte, los extractos metandlicos de las hojas reportaron
alcaloides y esteroles, mientras que, los extractos metandlicos de las
semillas reportaron flavonoides y lactonas sesquiterpénicas diferenciandose

asi quimicamente.

En cuanto a la actividad antibacteriana, los extractos metanolicos de las
hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L., en ésta investigacion
evaluados por medio del método de difusion del disco en agar (Kirby-Bauer)
a la concentracion de 10 mg/mL, evidenciaron tener actividad frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y

Escherichia coli, sin embargo Enterococcus faecalis mostro resistencia.
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En este orden de ideas, Ali y cols (2019), evaluaron extractos metandlicos
de hojas de uva utilizando el método de difusidon en pozo de agar a diferentes
concentraciones (25, 50 y 100 mg/mL), obteniendo como resultado actividad
frente a Proteus sp. (29,6 mm), Pseudomonas sp. (27,0 mm),
Staphylococcus aureus (27,0 mm), E. coli (26,0 mm), Streptococcus viridans
(23,3 mm) y Clostridium septicum (21,0 mm) a la concentracion de 100
mg/mL. Cabe mencionar que, a pesar de usar otro método y diferente
concentracién, ésta investigacion se relaciona ya que, hubo actividad de los
extractos metandlicos de las hojas de Vitis vinifera L., sobre Staphylococcus

aureus (7 mm) y Escherichia coli (8 mm).

Por otra parte, se han realizado investigaciones con extractos etandlicos
para determinar la actividad antibacteriana de Vitis vinifera L., en tal sentido,
Villanueva (2020), en su trabajo de investigacion uso el extracto etandlico de
las semillas de Vitis vinifera sobre Staphylococcus aureus por el método de
difusion del disco en agar, evidenciando como resultado actividad frente a la
bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus (34,60 mm). Comparando
éste estudio con esta investigacion, a pesar de usar solvente diferente, el
extracto metandlico de las semillas de Vitis vinifera L., evaluado mediante el
método de difusion del disco en agar, presentd actividad sobre

Staphylococcus aureus (7 mm) de manera similar.

En cuanto a la investigacion propuesta por Ahmad, Khan, Waqar, Khan,
Khan, Ramazan y cols (2014), evaluaron la actividad antibacteriana de los
extractos acuosos de hojas de uva a la concentracion de 3 mg/0,1 mL,
utilizando el método de prueba de difusién de disco, en bacterias patdgenas,
reportando actividad contra S. aureus (30 mm), E. faecalis (28,9 mm), E. coli
(28 mm) y P. aeruginosa (23,7 mm). Cabe destacar que dicha investigacion
tiene relacion con el trabajo en estudio en cuanto al método usado y la

actividad de los extractos metandlicos de las hojas de Vitis vinifera L.,
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reportada frente a S. aureus (7 mm), E. coli (8 mm) y P. aeruginosa (7 mm),
en donde se observaron halos de inhibicion menores debido a la diferente
concentracion utilizada, pero difiere con la actividad reportada frente a E.

faecalis donde no hubo reporte de sensibilidad.

Asi mismo, Nirmala y Narendhirakanan (2011), determinaron la actividad
antibacteriana mediante el método de difusion en pozos de agar y dilucion en
caldo, de extractos etandlicos de semillas de Vitis vinifera, a concentraciones
de 50, 100, 150, 200 mg/mL, evidenciando actividad sobre E. coli (15+0,1
mm), K. pneumoniae (16+£0,1 mm) E. faecalis (16,2+£0,1 mm) S. aureus
(16,2+0,05 mm) y P. aeruginosa (14,2+0,2) mm a la concentracion de 200
mg/mL. Lo cual concuerda con esta investigacion ya que, se reporto actividad
frente a E. coli (7 mm), K. pneumoniae (8 mm) S. aureus (7 mm) y P.
aeruginosa (7 mm), en los extractos metandlicos de las semillas de Vitis
vinifera L. a la concentracién de 10 mg/mL, observandose halos de menor
tamafio posiblemente debido a las diferentes concentraciones usadas,

diferente solvente y diferente método empleado.

Cabe destacar que, los extractos metandlicos de las hojas y semillas
de la especie Vitis vinifera L., analizados en esta investigacion, fueron activos
debido a la presencia de compuestos fendlicos en ambos extractos;
atribuyéndoles asi, la similitud de los resultados reportados en cuanto a la

actividad antibacteriana.

En otro orden de ideas, la concentracion de los extractos metandlicos de
las hojas y semillas de Vitis vinifera L.,10 mg/mL y los halos de inhibicion
evidenciados en la actividad antibacteriana de esta investigacion,
comparados con las diferentes concentraciones y diferentes halos de
inhibicién reportados por Ali y cols (2019); Ahmad, Khan, Waqar, Khan,
Khan, Ramazan y cols (2014) y Nirmala y Narendhirakanan (2011),

mostraron actividad antibacteriana significativa, tomando en cuenta que el
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método de difusion del disco en agar tiene como desventaja que los
metabolitos secundarios polares se quedan retenidos en el papel de filtro y

no difunden completamente en el agar.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

» EIl tamizaje fitoquimico realizado mediante pruebas quimicas del
extracto metandlico de las hojas de la especie Vitis vinifera L.,
demostré la presencia de alcaloides, esteroles, compuestos fendlicos

y taninos.

» Asi mismo, el extracto metandlico de las semillas de la especie Vitis
vinifera L., demostro la presencia de compuestos fendlicos, taninos,

flavonoides y lactonas sesquiterpénicas.

» En cuanto a la actividad antibacteriana, el extracto metandlico de las
hojas de la especie Vitis vinifera L., mediante el método de difusion del
disco en agar (Kirby-Bauer) a la concentracion de 10.000 ppm (10
mg/mL), presento actividad frente a la cepa bacteriana Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) (7 mm); ademas de cepas bacterianas Gram
negativas como Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) (7 mm),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) (7 mm) y Escherichia coli
(ATCC 25922) (8 mm).
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» Por otra parte, la actividad antibacteriana del extracto metandlico de
las semillas de la especie Vitis vinifera L., mediante el método de
difusion del disco en agar (Kirby-Bauer) a la concentracion de 10.000
ppm (10 mg/mL), presentd actividad sobre la cepa bacteriana Gram
positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (7 mm); ademas de
cepas bacterianas Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) (7 mm), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) (8 mm),
y Escherichia coli (ATCC 25922) (7 mm). Se puede concluir que, a
pesar de usar baja concentracion de extractos metandlicos tanto de
hojas como de semillas, hubo actividad antibacteriana significativa

reportada en ambos extractos.

Recomendaciones

» Realizar analisis de tamizaje fitoquimico a los extractos de otras partes

de la especie Vitis vinifera L., como tallo, raspon, hollejo y pulpa.

» Determinar la actividad antimicética presente en los extractos de las

hojas y semillas de la especie Vitis vinifera L.

» Utilizar el método de difusion en pozo de agar para determinar

actividad antibacteriana.
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