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RESUMEN

El presente trabajo de investigaciéon tuvo como propdsito la extraccion,
fraccionamientoy pruebas de inhibicion de las fracciones obtenidas a partir

de la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata raf. sach’a paraccay.

Para lo cual luego de su colecta, secado, molienda y pruebas fitoquimicas
correspondientes se realiz6 el fraccionamiento del extracto etandlico al 70% de la
muestra, mediante cromatografia flash con un sistema de polaridad (Acido férmico al
0.1%:Acetonitrilo 80: 20); de dicho tratamiento se obtuvo un total de 35 fracciones, los
cuales se sometieron a pruebas de cromatografia en capa fina evaluandose 6
fracciones agrupadas de las 35 colectadas. Con estas fracciones se realizé las
pruebas de inhibicion frente al Escherichia coli siendo un namero de 2 fracciones
las que presentaron mayor inhibicion a 50uL/mg dicha actividad inhibitoria se evalué

mediante el método de difusion en pozos utilizando agar de Mueller-Hinton.

Asi mismo de dichas fracciones se realizd el HPLC confirmandose por los
resultados que los cromatogramas y el espectro UV que eran similares a los del nucleo
oleandlico y por la cromatografia en TLC. Dichos resultados obtenidos evidencian

la hhibicion que presentan las fracciones.

Palabras clave: Colignonia, saponinas, antimicrobiano, Cromatograma, Escherichia
coli.



ABSTRACT

The purpose of this research work was the extraction, fractionation and inhibition
tests of the fractions obtained from the root of Colignonia parviflora var. biumbellata raf.
sach'a paraccay.

For which, after its collection, drying, grinding and corresponding phytochemical
tests, the fractionation of the ethanolic at 70% of the sample was carried out, by means
of flash chromatography with a polarity system (0.1% formic acid: Acetonitrile 80: 20); A
total of 35 fractions were obtained from said treatment, which were subjected to thin-
layer chromatography tests, evaluating 6 grouped fractions of the 35 collected.

Inhibition tests against Escherichia coli were performed with these fractions, with 2
fractions showing the greatest inhibition at 50uL/mg. Said inhibitory activity was

evaluated by the well diffusion method using Mueller-Hinton agar.

Likewise, HPLC was carried out on said fractions, confirming by the results that
the chromatograms and the UV were obtained, which were similar to those of the
oleanolic nucleus and by the color tests. These results obtained show the inhibition

that they present at fracctions.

Keywords: Colignonia, saponins, antimicrobial, Chromatogram, Escherichia coli.



INTRODUCCION

En nuestro pais muchas plantas son utilizadas para aliviar diferentes dolencias o
combatir presencia de plagas como es el caso de la mufa en la papa, o el caso del
uso de saponinas (sustancias que generan espuma al contacto con el agua)
componentes que las plantas producen para su proteccion frente a ataque de

plagas, bacterias u hongos.

Las plantas elaboran estos metabolitos secundarios (principios activos) que
constituye una fuente de productos biolégicos farmacolégicamente activos que
pueden ser muy utiles, es el caso de las saponinas como protectores naturales
quimicos que se encuentran en diferentes partes de algunas plantas tal es el caso
de raices, las cuales dan proteccion frente a agentes externos y que también son

nutrientes no esenciales (Augustin, 2011)

Asi mismo las saponinas como metabolito también presentan propiedades
fungicidas, bactericidas, antinflamatorias, surfactantes entre otras podria ser que su
extraccion y aprovechamiento pudiera darse a niveles industriales y pueda como
otras especies lograr productos sostenibles reemplazando de manera parcial o total

a los productos sintéticos (Usina, 2017).

La especie Colignonia se encuentra distribuida en América, especialmente en
Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador y Peru, en nuestro pais esta distribuida
en Cajamarca, Huanuco, Lima y Cusco (Bohlin, 1988). Colignonia parviflora var.
biumbellata Rafinesque; una raiz tuberosa que pertenece a la familia Nyctaginacea,
que comunmente es llamada por los antiguos cusquefios como "Sach’a paraccay o
saqgta"; ya que ésta se utilizaba para hacer espuma y lavar el cabello sobre todo de

las mujeres (Plowman et al., 1990).



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Situaciéon problematica

Las diferentes regiones y pisos ecoldgicos proveen al poblador andino productos
naturales que antes y hasta hoy en dia utilizan plantas integras o parte de ellas por
sus propiedades farmacologicas para combatir diferentes dolencias, asi como para
su aseo personal por la presencia de espuma que estas producen, dentro de estas
se encuentran las saponinas que tienen el efecto de disminuir la tension superficial o
romper membrana (Araujo, 2019 y Lacaille, 2016).

La flora continlua siendo una fuente valiosa de sustancias bioactivas con
propiedades farmacoldgicas, antibacterianas, antifungicas, asi como también el de
los surfactantes y/o tensoactivos que presentan las saponinas (Pradhan, 2017),
dentro de las cuales estan las antibacterianas esto debido a que al presentar
metabolitos secundarios estas puedan utilizarse para tal fin y considerarla como una
fuente para obtener una variedad de medicamentos y agentes de biorremediacion
(Schneider, 2011).

Los productos naturales, tanto de forma directa como ya en forma de extractos
o preparados son una fuente ilimitada de muchos principios activos de aplicacion
terapéutica por su alta diversidad quimica constituyendo asi la base para el

desarrollo de nuevos farmacos (Cortez, 2004).

El uso de la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque sach'a
paraccay, estuvo limitado a usar la raiz como agente tensoactivo por los antiguos
pobladores y por sus caracteristicas de inhibicion a algunos tipos de bacterias que
presentan las saponinas, se vio por conveniente comprobar dicha accién,pero de una
manera mas purificada para poder diferenciar y corroborar su accion antibacteriana
en las fracciones que se obtendrian frente al E. coli a travésde su capacidad de

inhibicion.



1.2 Formulacién del problema
1.21 Problema general

¢Presentaran las fracciones de las saponinas presentes en la raiz Colignonia
parviflora var? biumbellata Rafinesque sach’a paraccay efecto antibacteriano
frente a E. coli ATCC 518137

1.3 Justificacion de la investigacion

Las plantas al estar conformadas por muchos metabolitos secundarios y siendo
estos los responsables por intermedio de sus principios activos su accion bioldgica
y/o farmacolégica como es el de presentar un comportamiento surfactante en el caso
de las saponinas, por lo cual se vio la necesidad de verificar alguna de estas
propiedades; para lo cual se trabajé con el de la especie vegetal Colignonia
parviflora var. biumbellata Rafinesque, el cual esta distribuido en nuestra regién,
siendo la raiz la que es mas usada para mantener cierto nivel de limpieza
(detergente doméstico) por la espuma que genera, asi como para el aseo personal
por las saponinas que estan presentes, ademas estas se utilizan en la industria de
los medicamentos debido a sus propiedades farmacéuticas, ademas de presentar
efectos bioldgicos; de la Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque
acerca de esta planta existe poca informacion referente al efecto antibacteriano de
las fracciones de saponinas.

Actualmente existe una creciente demanda de productos naturales como
terapia alternativa para diferentes enfermedades, lo que ha fomentado la

investigacion sobre la importancia de los compuestos bioactivos de las plantas.

La finalidad de este trabajo de investigacién sera el de contribuir al conocimiento
cientifico de la especie Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque. para
demostrar experimentalmente las propiedades antibacterianas frente a Escherichia
coli que poseen las fracciones obtenidas de saponinas.



1.4 Objetivos de la investigacion
a. Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano de las fracciones de saponinas obtenidas a
partir de la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque “Sach’a
paraccay” frente a Escherichia coli ATCC 51813.

b. Objetivos especificos

1. Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en el
extracto de la especie Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque
“Sach’a paraccay”.

2. Realizar el fraccionamiento y purificacion del extracto bruto de Saponinasde
la especie Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque “Sach’a
paraccay” por Cromatografia Flash.

3. Determinar y evaluar la estructura del nudcleo de la saponina por
cromatografia de capa fina, fraccionamiento de HPLC y los espectros UV
obtenidos de las saponinas aisladas.

4. Determinar el efecto antibacteriano de las fracciones obtenidas frente a
Escherichia coli ATCC 51813.



Il. MARCO TEORICO CONCEPTUAL
2.1. Bases Teoricas
2.1.1. Posicion Taxondmica

La posicion taxondmica de la especie vegetal segun el sistema de clasificacion para
las Angiospermas de Cronquist,1981, que compatibiliza con el grupo del sistema
Filogenético de las Angiospermas de Cronquist Angiosper Phylogeny Group, APG
Il — 2009, es la siguiente:

Divisiéon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Nyctaginaceae
Género: Colignonia
Especie: Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque
Nombres comunes: Sacta sacta, Yurac rapi, Sach’a paraccay.

Anexo1: Constancia Herbario Vargas

2.1.2. Aspecto Botanico

“SACH’A PARACCAY?”, Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque.

La familia Nyctaginaceae presenta arbustos trepadores, rastreras, perennes con
hojas simples, enteras, alternas, opuestas, pecioladas con raiz napiforme, sus flores
unisexuales o bisexuales muy raras veces dioicas dispuestas en racimos o solitarias
protegidas por bracteas vistosas o reemplazando el caliz con estambres libres (figura
1). En el gineceo (figura 1) con ovario supero estigma simple y las semillas erectas con

tegumento hialino de embrién recto con perisperma y endosperma. (Sandoval-
Ortega, 2020).



Figura 1: Partes de la planta Colighonia parviflora

2.1.3. Distribucion Geografica.
La especie Colignonia se encuentra distribuido en Peru, Ecuador, Colombia,
Argentina, Brasil y Bolivia (Figura 2) asi como también en Cajamarca, Huanuco,
Lima y Cusco (Bohlin, 1988)
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Figura 2: Distribuciéon de la especie Colignonia

A: C. parviflora ssp. parviflora (e) y C. parviflora ssp. biumbellata var. acutifolia(V¥). B:
C. parviflora ssp. biumbellata var. biumbellata (*) y C. glomerata var. glomerata (m).C:

C. pentoptera (A ) y C. glomerata var. boliviana (¢). (Bohlin, 1988)

2.1.4. Posicion Taxonémica de la Escherichia Coli
La ubicacién taxonémica de Escherichia coli, segun el Manual de Bacteriologia

Sistematica de Bergey’s 1994 es la siguiente.

DOMINIO: Bacteria
CLASE: Ganmaproteobacteria

PHYLUM: Enterobacteria
ORDEN XII: Enterobacteriales

FAMILA: Enterobacteriaceae
GENERO: Eschericha
ESPECIE: Eschericha coli



2.1.4.1. Caracteristicas Generales de la Eschericha coli

La Escherichia coli es un bacilo gram negativo, es el principal organismo
anaerobio facultativo presente en los intestinos de los organismos de sangre
caliente, medio ambiente y, a veces en los alimentos y el agua sin tratar. La mayor
parte de los tiposde E. coli son inocuos e inofensivos, pero algunos podrian causar
intoxicaciones alimentarias como la productora de la toxina Shiga (Jay, 2002).

La Escherichia coli (Figura 3) es una bacteria gram negativa, de la tribu
Escherichia anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae. Es considerado
un microorganismo de flora normal. Puede desarrollarse en temperaturas 2.5 a 45°C
y pH de 4.4 — 9.0 y sobrevivir a temperaturas de refrigeracidén y congelacién (Konem
et al., 2003).

Figura 3: Figura de Escherichia coli

La E. coli bacteria mesofila que consta de membrana citoplasmatica, membrana
externa y un espacio constituido por péptido que le confiere rigidez queresiste a
presiones osmaticas altas. Se desarrolla 6ptimamente a 35-43°C en animales de
sangre caliente (Morejon, 2008).

La E. coli esta clasificada como una bacteria gramnegativa en forma de bastén
de la familia de las enterobacterias. La presencia de E. coli en aguas ambientales

se ha considerado durante mucho tiempo como un indicador de contaminacion fecal


https://es.wikipedia.org/wiki/Anaerobio_facultativo
https://es.wikipedia.org/wiki/Anaerobio_facultativo

(Jang et al., 2017).

Esta bacteria es la mas recuperada en laboratorios clinicos y la que esta
mas incriminada en enfermedades infecciosas que afectan al organismo humano
sobre todo las vias urinarias, la neumonia de los pacientes hospitalizados

inmunosuprimidos (Velasco, 2008).

2.1.5. Saponinas

Las saponinas son compuestos bioactivos que generalmente se consideran
producidos por las plantas para contrarrestar patégenos y herbivoros como un sistema
de mecanismo de defensa de las plantas, las saponinas son de creciente interés
para la investigacidon como los farmacos, ya que al ser componentes activos en las
plantas medicinales proporcionan valiosas propiedades farmacoldgicas (Augustin et
al., 2011), como adyuvantes que ayudan a los candidatos a vacunas a inducir una
fuerte respuesta inmune resultando ser inmunogénicas (Vitoriano-Souza et al.,
2019), aisladas de varias plantas tienen un efecto citotdéxico sobre las células
cancerosas que inducen la apoptosis y la autofagia a mas de presentar también
propiedades antioxidantes y protectores durante el tratamiento contra el cancer
(Juszczak Michal et al., 2021) in vitro e in vivo presenta actividad anticancerigena
(Bailly Christian, 2020), fracciones de saponina derivadas de las semillas de
Chenopodium quinoa y Bupleurum chinense mejoraron las actividades adyuvantes
inmunes humorales y celulares en las respuestas de ratones inmunizados con
ovoalbumina (Verza et al., 2012) y (Sun, 2006) presentaron actividad antiinflamatoria in
vitrosaponinas triterpénicas ya que actuan como potentes inhibidores (Grabowska
Karolina, 2020) Saponinas triterpénicas presentaron actividad antiinflamatoria
(Qiang Fu, 2010) saponinas triterpénicas presentaron actividad inhibidora

significativa sobre la ciclooxigenasa (Shepo Shi, 2006).

Las saponinas pertenecen a una gran familia de compuestos que estan
relacionados estructuralmente con un esteroide o aglicona triterpenoide (sapogenina)
que estan unidas a una o varias unidades de azucares. Que se caracterizan por la
accion hemolitica y producir espuma siendo los responsables del sabor amargo y
astringente que imparten a los vegetales que tienen una alta concentracién de
saponinas (Mohan, et al., 2016), también se encuentran en algunos organismos

marinos (You Yang, 2014).



Las saponinas podrian definirse como aquellos compuestos que no son volatiles
con actividad surfactante, formados por el metabolismo secundario de una gran parte
de plantas, estas presentan propiedades tensoactivas, generando espuma en
soluciones acuosas. Las saponinas estan formadas por agliconas no polares unidos
a monosacaridos, donde esta combinacion explica esa capacidad tensoactiva de este

tipo de compuestos (Vincken y col., 2007).

Quimicamente las saponinas estan formadas por dos tipos de esqueletos de

agliconas no azucaradas (sapogeninas): esteroides o triterpenos (Figura 4). Para el

grupo de las saponinas, también se clasifican los glicoalcaloides esteroides de la
clase solanidans y espirosolan. Las agliconas pueden ser sustituidas por diferentes
grupos funcionales (R-H, R—OH, R—-COOH, R—CH3), lo que hace que exista una

gran diversidad de posibles estructuras presentes en las plantas. Esta diversidad se

puede multiplicar aun mas por el numero de cadenas de azucar, que pueden unirse
como (monodesmosidos), (bidesmésidos) o tridesmoésidos (en griego desmos =
cadena). Donde la cadena puede ser pentosas, hexosas, desoxihexosas y acidos
uronicos en su forma lineal o ramificada aumentando asi su diversidad estructural.
Algunas saponinas pueden estar aciladas o acetiladas con diferentes grupos
quimicos.

Por tanto, el numero de posibles estructuras de estos compuestos y su
diversidad en las plantas es enorme. Rara vez se pueden encontrar en el material
vegetal como un solo componente, sino que ocurren en mezclas multicomponente,
difiriendo incluso entre los 6rganos de la planta (raices, partes aéreas y flores). En
las plantas de avena, por ejemplo, se pueden encontrar estructuras tanto esteroides
como triterpénicas dependiendo de la parte de la planta. Por tanto, el aislamiento de
saponinas a partir de una mezcla de este tipo en compuestos individuales para la
aclaracion de la estructura y las mediciones de la actividad bioldgica sigue siendo un
desafio (Marston, Wolfender, & Hostettmann, 2000).
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Furostano Lupeol

Figura 6: Estructura de Triterpenos y saponinas esteroidales

Las saponinas son moléculas anfifilicas que constan de carbohidratos y restos
de agliconas triterpenoides o esteroides y destacan por sus actividades biolégicas. Se
han observado efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, antioxidantes,

inmunomoduladores, fungicidas, antimicrobianos y antivirales (Yu-Pu Juang, 2020).

Se denomina saponinas a un grupo de glucdsidos que pueden disolverse en agua
y disminuir la tensién superficial; cuando al sacudir sus soluciones forman espuma
abundante y relativamente estable. Por hidrdélisis de estas saponinas se obtienen
carbohidratos y una aglicona, llamada genéricamente sapogenina, la cual puede
tener un esqueleto esteroidal o triterpénico. (Dominguez,1979).

Las saponinas presentan un grupo de caracteristicas generales que sirven de
base para su identificacion rapida:
1. Produccién de espuma al ser agitadas sus soluciones acuosas, lo cuales la
base de la reaccion empleada en el tamizaje fitoquimico;

2. Produccién de hemdlisis de los gldbulos rojos, propiedad que se aprovecha
en las técnicas en que se cuantifica la potencia de estas substancias;

3. Toxicidad en animales poiquilotérmicos, en especial los peces
(sapotoxinas), a los cuales provocan paralisis de las agallas;

4. Reaccién positiva en la prueba de Liebermann-Burchard. Por lo general, las
sustancias esteroidales en esta prueba manifiestan colores que van desde el
azul hasta el verde y las triterpénicas, rosado, rojo o violeta.

La mayoria de las saponinas presentan solubilidad en diferente grado en
soluciones de etanol al 80%, propiedad que se emplea en diversas técnicas para su
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extraccion y purificacién (Hernandez, 1997).

Las saponinas presentan diversas actividades biolégicas y farmacolégicas: como la
actividad hemolitica, antibacterial, antitumoral entre otras. Las saponinas son afectadas
por factores como el tipo de nucleo, el nUmero de cadenas azucaradas y el tipo de grupo
funcional. (Hassan, 2010).

La actividad que presentan las saponinas lo realizan sobre organismos procrariotas
asi como eucariotas. Ademas, se han encontrado saponinas que tienen propiedades
farmacéuticas, agentes hemoliticos, antiinflamatorios, antibacterianos, antiparasitarios,
antitumorales y antivirales (Sparg et al., 2004).

La sintesis de las saponinas esteroidales o terpénicas se realiza a partir de la via de

los isoprenoides.

Las saponinas esteroidales se encuentran principalmente en las
monocotiledéneas, mientras que las saponinas terpénicas se encuentran

especialmente en dicotiledéneas.

Las defensas de las plantas son muy complejas las cuales van a responder de
forma sincrénica frente a un estrés bidtico o abidtico. Las plantas tienen como
defensas fisicas la pared celular y como defensas quimicas las saponinas y
fitoalexinas (Diaz Puentes, 2009)

Las saponinas se dividen en dos clases principales que son glicésidos de
triterpenos y esteroides donde su caracterizacion va a variar segun el numero de
azucares que se encuentran en diferentes posiciones en la estructura de la saponina

(Hostettmann y Marston, 1995).

El descubrimiento de las actividades bioldgicas de las saponinas no se limita
solamente a los usos tradicionales (como jabones, veneno para peces Yy
molusquicidas) o industriales (tensioactivos y espumantes), sino también a las
aplicaciones farmacéuticas (Gugli-Untiindag & Mazza, 2007 y Sparg et al., 2004).

Las saponinas triterpenoides son metabolitos secundarios con estructura muy
diversa. Tiene una amplia gama de efectos farmacoldgicos y siendo el principal
ingrediente activo de muchas plantas medicinales. La produccion tradicional de
saponinas triterpenoides, extraidas directamente de plantas cultivadas, no puede
satisfacer la creciente demanda de la industria farmacéutica. Los microorganismos
con capacidad de produccidon de estas saponinas (especialmente del género
Agrobacterium) y capacidad de biotransformacion, las especies bacterianas de
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Bacillus y la microflora intestinal, representan una valiosa fuente de metabolitos
activos (Lu Yao, 2021).

La combinacion estructural que presentan las saponinas al tener un grupo polar
(azucar) y uno no polar (esteroide o triterpeno) es una propiedad que le permite la
accién como detergente natural, agente estabilizante y emulsificador en cosméticos
y productos de limpieza (Yang et al., 2010).

Ademas de los anticancerigenos, se han descubierto cientificamente saponinas
que tienen propiedades farmacéuticas antioxidantes (Chan y Khong, 2013), y
actividades hemoliticas (Hassan et al., 2010 y Sun et al., 2011).

Los cambios muy bruscos de pH en las saponinas generan la ruptura de los
enlaces O- glucosidicos (Figura 4) es decir no toleran, lo cual es muy util y empleada
en los procesos de cuantificacion y elucidacién estructural, por ello es utilizada para
dichas metodologias (Yasser, 2012).

Las saponinas con una cadena de azucares unida al carbono-3 presentan gran
actividad microbiocida, donde esta actividad depende de la ramificacion de los
azucares (Hostettmann et al., 1995).

La actividad antimicrobiana de los extractos acuosos de frutos, hojas y tallos de
Solanum incanum L. contra los gram negativos (Escherichia coli y Salmonella typhi)
produjeron zonas de inhibicion del crecimiento bacteriano de hasta 16,06 mm (Desta
Berhe Sbhatu, 2020).

Las saponinas pueden ser mono, di o tridesmosidicas de acuerdo con el
numerode sustituciones (Figuras 07, 08 y 09). Las monodesmosidicas tienen un
oligosacarido unido al C-3; las bidesmosidicas tienen dos cadenas de
carbohidratos, uno de ellos unido mediante un enlace éter al C-3, y el otro unido
a través de un enlace éster al C-28, en el caso de las saponinas triterpénicas; y
las tridesmosidicas contienen tres cadenas de azucares. Los oligosacaridos

enlazados principalmente son pentosas, hexosas o acidos urénicos.

Las saponinas se pueden encontrar en érganos vegetales muy diversos.
Los de caracter monodesmosidico se dan con preferencia en raices, cortezas y
semillas, mientras que los bidesmosidicos, mas hidrosolubles, muestran preferencia

por los tejidos de asimilacion como las hojas y las ramas tiernas (Lopez, 2001)
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Aglicona

Carbohidratos

Enlace glucosidico

Figura 7: Estructura general de saponina terpenoide

Figura 8: Saponina monoglicosilada: 3-O-B-Glucopiranosil oleandlico

Figura 9: Saponina diglicosilada: 3-O-Glucopiranosil-(1—3)-a-L-
galactopiranosil-hederagenina 28-O-3-D-glucopiranosil
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Figura 10: Saponina triglicosilada: Acido 3,23-bis[(O-3- glucopiranosil) oxi] olean-12-en-

28-0ic0-28-0-a-L-arabinopiranosil- (1—3)-B- D-glucopiranosil éster ester

Las saponinas son uno de los grupos de productos naturales vegetales mas
numerosos y diversos que poseen funciones ecoldgicas y agronémicas los cuales
contribuyen a la resistencia a plagas, patégenos y la calidad de los alimentos en las
plantas de cultivo. Las saponinas son producidas también por otros organismos,
como las estrellas de mar y los pepinos de mar (Osbourn Anne, 2011).

La mayoria de las saponinas, los glicésidos cianogénicos y los acidos
hidroxamicos ciclicos son defensas constitutivas de las plantas, mientras las
fitoalexinasas se consideran defensas inducidas (Diaz Puentes, luz Nelly - Morrissey
et al., 2009).

Las sapogeninas triterpénicas (Figura 5) estan ampliamente distribuidas en el
reino vegetal y se presentan en 3 estructuras quimicas diferentes (30-45 carbonos):
aciclicas como el escualeno, considerado como el precursor natural de esta familia:
tetraciclicas como el panaxadiol y pentaciclicas como la estallogenina. Estas
sustancias pueden presentarse en sus fuentes naturales: en forma libre, formando
ésteres, o como parte de un glicésido (saponina). Las sapogeninas pentaciclicas se
subdividen a su vez en 3 grupos: tipo lupano; tipo ursano (derivado de la a amirina),
ambos no estan presentes en los forrajes y los de tipo oleanano (derivados de la 3
amirina) figura 10 presentes en estos ultimos (Hernandez, 1997).

16


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Osbourn%2BA&cauthor_id=21584304

B —Amirina

Acido Ursodlico o - Amirina

Figura 11: Estructuras de sapogeninas triterpénicas

Figura 12: Actividades Biolégicas y Farmacologicas de las saponinas sintéticas
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2.1.6. Extracciéon de Saponinas

La seleccion del solvente es crucial para la extraccion por solvente, se debe
considerar la selectividad, solubilidad, costo y seguridad en la seleccién de
solventes. Para la extraccidon de saponinas se pueden emplear diferentes métodos,
como la extraccion convencional por maceracion con solventes organicos como el
etanol al 70% (Hakim, 2021) metanol, agua y butanol (Le, 2018), dependiendo del
material vegetal usado en la extraccién cuanto mas fino es el tamafo de particula,
mejor resultado se lograra en la extraccién (Zhang, 2018), para enriquecer el
extracto de las saponinas se puede utilizar el sistema basado en la extraccion en
fase solida (Khakimov, 2016) y para la purificacion se puede usar la cromatografia
ultra rapida Flash (Lacaille-Dubois, 2016).

Para la deteccion preliminar de saponinas se realiza una prueba de formacién de
espuma o la técnica de hemodlisis de eritrocitos, donde al extracto acuoso se afiade
agua destilada y se agita vigorosamente la formacion de abundante espuma, nos
confirman su presencia (Lock de Ugaz, 1994), o al extracto etandlico al 70% se
anade unas gotas de sangre al residuo y provocara la hemdlisis confirmando la
presencia desaponinas (Wagner Bladt, 1996)

2.1.7. Andlisis por cromatografia en capa fina y/o Analisis
por Cromatografia en Capa delgada

El término cromatografia deriva de las palabras griegas “chroma” (color) y
“graphein” (escribir), denominada asi, a principios del siglo XX por el Botanico Ruso
Mikhail Tswett, empleando la técnica para separar varios pigmentos vegetales,
como clorofilas y xantdfilas. Es una técnica que se ha convertido en un método de
separacion que tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia y permite a los
investigadores utilizar esta técnica de separacion de componentes de mezclas
complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible por otros medios (Skoog,
1992).

La Cromatografia de capa fina (TLC) nos permite detectar la presencia de
saponinas de manera cualitativa para ello se hace uso de un soporte plano como
una lamina de aluminio que esta recubierta con una capa delgada de gel de silice o
alumina, esto viene a constituir la fase estacionaria donde se aplica el extracto. La
muestra se disuelve en un solvente apropiado y se aplica, luego para lograr la
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separacion se hace uso de una fase movil, un solvente que asciende a lo largo de
la fase estacionaria por capilaridad al entrar este en contacto, consiguiendo de esta
manera la separacion. Luego para detectar la presencia de los metabolitos
separados se utiliza reactivos de localizacién que permiten su deteccion visual por

la formacion de color.

Se puede usar la cromatografia en capa delgada para la deteccion de las
saponinas, para ello se utiliza el extracto etandlico, en un cromatoplacas preparadas
comercialmente en base a silica gel, se corta un pequefio tamano de placa y se
aplica entre 20 a 40 uL del extracto, la fase movil esta constituida por cloroformo,
acido acético glacial, metanol y agua ( 64:32:12:8), también se puede usar
cloroformo, metanol y agua (70:30:4) o acetato de etilo, etanol, agua y amoniaco
(65:25:9:1), para la deteccidon de saponinas se pueden usar el reactivo vainillina y
acido sulfurico, las saponinas forman zonas coloreadas de azules, azul-violetas vy,
a veces rojas o amarillo-marrén a la luz visible, anisaldehido y acido sulfurico, se
visualiza en luz ultravioleta a 365 nm zonas fluorescentes de azules, violetas y
verdes (Wagner Bladt, 1996).

Las saponinas tienen un elevado peso molecular y su aislamiento en estado puro
es bastante dificil. Estos a ser hidrolizados por acidos, dan una genina (sapogenina)
y diversos azucares. Hoy en dia se sabe que las saponinas son sustancias muy
polares, y esto hace posible que pueda extraerse en caliente o en frio con agua o
alcoholes de bajo peso molecular. Al concentrar la solucién alcohdlica se pueden
separar las saponinas y después cristalizarlas en mezclas de alcohol-agua. Para
obtener sapogenina se puede también hidrolizar las saponinas con sus enzimas
naturales de origen microbioldgico o hidrolizarlas con acidos, después se extraen
con benceno, éter de petrdleo o acetona y se cristalizan (Medilina, 1993 y Santa
Cruz, 1987).

Para la identificacién de saponinas triterpénicas de raices de Guettarda pohliana
mdull. Arg. (Rubiaceae) utilizaron cromatografia en capa fina (TLC) y en capa fina
preparativa (CCDP) con gel de silice 60 G y 60 GF254 (Merck). La visualizacion de
los compuestos en CCD se realiza mediante irradiacion con luz ultravioleta a 254 y
366 nm y/o rociando con una solucion de H2S04/MeOH (1:1),
H2S0O4/anisaldehido/acido acético (1:0.5:50) mL seguido de calentamiento (Neves
de Oliveira, 2008).
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2.1.8. Extraccion en Fase Sélida (SPE).

La microextraccion en fase solida (SPE) es una técnica de adsorcion y desorcion
muy eficaz y simple, que inclusive elimina la necesidad de disolventes o equipos
sofisticados para concentrar compuestos volatiles o no volatiles en las muestras de
estudio. La SPE es compatible con la separacién y deteccion de analitos mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento y proporciona resultados cuantificables
para muestras de baja concentracién (Alpendurada, 2000).

Para poder purificar las saponinas se utilizan un adsorbente de silica modificada
denominada C18, este aparte de purificar permite la limpieza de las saponinas
retenidas. (Oleszek, 1987 y Simpson, 2000).

La técnica de microextraccion en fase sélida (SPE) es utilizada para purificar
muestras y someter a las distintas pruebas, ya que estad considerada como una
técnica ampliamente utilizada en el tratamiento y concentracion de muestras antes
del analisis por HPLC (Wagner Bladt, 2001).

La extraccion en fase solida SPE es una técnica que permite concentrar y poder
separar la muestra (analito) catiénico o aniénico de una matriz compleja, mediante
una fase solida estacionaria. Como resultado, se elimina la matriz interferente, no
retenida y, el analito se puede analizar con la mejor sensibilidad posible. Un método
de extraccion fase solida consta de cuatro etapas:

Etapa 1: Acondicionamiento preparacion del adsorbente para procesar la

muestra.

Etapa 2: Retencion filtrar los analitos deseados o los componentes no deseados.

Etapa 3: Aclarado arrastre por lavado de cualquier elemento no deseado que haya

sido retenido simultaneamente.

Etapa 4: Elucién desorcion selectiva y recogida del analito de interés.

2.1.9. Analisis por cromatografia liquida HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una técnica cromatografica
muy potente y versatil para la preparacion de productos naturales en matrices
complejas, como extractos crudos para la deteccién y cuantificacion selectiva o perfil
general (Wolfender, 2009)., para la identificacion y determinacion de saponinas el
método mas comun empleado es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

(Marston, 2000). La columna de fase inversa C18 parece mas adecuada para
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separar las saponinas triterpenoides que la columna de fase normal. La fase movil
esta formada por agua que contiene acidos, como acido fosfoérico, fosfato, acido
acético, acido férmico y acido perclérico y metanol o acetonitrilo. A veces, se anade
tetrahidrofurano en la fase mévil para mejorar la resolucién cromatografica para la
fase reversa. El gradiente de elucion se utiliza a menudo para la determinacion
simultanea de multiples compuestos de saponinas ftriterpénicas en la muestra
(Zhang & Qu, 2013)., para la separacion de las saponinas se puede realizar en una
columna C18 de tamano de particula de 5 ym 250 mm 4,6 mm, con un flujo de 0.5
mL/min con una fase movil conformada por 90% para la separacion de las
saponinas se puede realizar en una columna C18 de tamafo de particula de 5 ym
250mm 4,6 mm, con un flujo de 0.5 mL/min con una fase mévil conformada por 90%
A (H20 0.1% acido férmico) y 10% B (acetonitrilo 0.1% acido férmico) con un
gradiente lineal a 70% A en 60 min, seguido de otro gradiente lineal hasta el 10%
de A a los 80min (Khakimov, 2016), con diferentes tipos de detectores se utiliza a
menudo para determinar cuantitativamente o perfilar las saponinas triterpenoides
que carecen de cromoforos, su absorbancia ultravioleta depende del grado de
instauracion que esta cerca del rango de 200-250 nm con intensidad débil (Zhang,
& Qu, 2013), se puede utilizar un detector por arreglo de diodos a una longitud de
onda de 203nm y mantener la temperatura a 30°C (Chen, 2007). (Qian, 2009).
También es comun usar detectores por evaporacion de luz dispersiva (ELSD) o por
espectrometria de masas (Cheng, 2011). La cromatografia HPLC preparativa (prep-
HPLC) se ha convertido en un pilar de aislamiento en la purificacién de productos
naturales (Latif, 2012). se puede utilizar para la purificacién y aislamientos de los
extractos ricos en saponinas (Liu, 2019).

La cromatografia liquida de alto rendimiento HPLC es uno de los métodos mas
usados para el analisis y la separacion de los componentes quimicos de una mezcla
de sustancias. En este método participan la fase moévil y estacionaria o soporte
(inmiscibles entre si) como cualquier otra cromatografia y la muestra de interés. Las
distintas fuerzas fisicas y quimicas que actuan entre la mezcla (muestra problema)
a analizar y las dos fases determinan la retencion y separacion de cada uno de los
componentes de la mezcla (Fallon, Booth Bell, 1987).

Para la determinacién de saponinas utilizan la combinacion de diferentes

técnicas cromatograficas por ejemplo la separacion de la mezcla en subfracciones

mas simples en la fase inversa C 18 debe ir seguida de una purificacion en una
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columna de gel de silice de fase normal ya que es dificil su determinacion en
materiales vegetales ya que estos compuestos no poseen croméforos y sus perfiles
no pueden registrarse en UV (Oleszek, Bial 2006).

Los triterpenos pentaciclicos acido Oleandlico (OA) y acido ursolico (UA) en
Salvia trilobason aditamentos para formulaciones cosméticas y farmacéuticas; que
son isdmeros de constitucion solo difieren en la posicion de un grupo metilo en sus
estructuras quimicas. Es dificil lograr una separacién de linea base mediante
sistemas estandar de RP-HPLC. Las condiciones cromatograficas optimas para
sustancias puras, asi como para extractos que contienen surfactante crudo se
lograron separar en una columna Nucleodur C18 ISIS mediante elucidn isocratica
con metanol / agua / acido acético / trietanolamina (90: 10: 0.04: 0.02 v / v) como la
fase movil y una temperatura de columna de 10 °C. El caudal fue de 0,6 ml / miny
la longitud de onda de deteccion fue de 210 nm (Schneider, 2011).

DIAGRAMA DE UN CROMATOGRAFO LIQUIDO DE ALTO RENDIMIENTO

En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con la fase
movil, que es un liquido de la fase estacionaria que es inmiscible con la fase movil
(Wagner, & Bladt, 2001)

a-

Figura 13: Esquema de un cromatdégrafo liquido HPLC

Fuente AgilentTechnologies http://www.chem.agilent.com/

La informacion obtenida por el HPLC se utiliza para realizar el fraccionamiento por cromatografia flash.
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2.1.10. Efecto antibacteriano

El efecto antibacteriano esta definido como la capacidad de producir la muerte a
una bacteria por alguna sustancia; en otras palabras, provocan lisis en las mismas.
(Fernandez Garcia 2009).

El término antibacteriano esta referido a aquella sustancia cuyas propiedades
son capaces de eliminar agentes bacterianos o generan la inhibicion de su
crecimiento o proliferacion sin incurrir en el dafio del objeto, ambiente u organismo
que las porta.

Son considerados como agentes quimicos capaces de combatir estos cuerpos
(Morejon, 2008).

Las sustancias que poseen propiedades antibacterianas se pueden clasificar
en dos tipos segun la accién que ejerce sobre las bacterias, estos son, bactericidas
y bacteriostaticos. Los bactericidas son aquellos que eliminan a las bacterias,

mientras que los antibacterianos bacteriostaticos impiden el crecimiento de estas

(Werth 2022).
Los antibacterianos pueden actuar de varias formas en las bacterias, en la

pared celular para evitar su crecimiento, sobre la membrana celular para que sea
permeable y que el principio tenga acceso al interior, en el ADN de la bacteria para
dafar su estructura o sobre los ribosomas para que no sea capaz de sintetizar las
proteinas que la mantienen con vida (Calvo, 2008).

Muchos antibacterianos son plantas que corresponden asi a un importante
grupo de estas sustancias, las cuales pueden actuar como un tipo de medicina natural
en el organismo (Rodriguez Sauceda, 2011).

Las saponinas con una cadena de azucares unida al carbono-3 tienen gran
actividad microbiocida. Esta actividad depende de la ramificacion de los azucares (Fig.
7) (Hostettmann et al., 1995).

2.1.11. Concentraciéon minima inhibitoria (MIC)

La concentracién minima inhibitoria (MIC) se define como la concentraciéon mas
baja a la cual un antimicrobiano inhibira el crecimiento que pueda ser visible de un
microorganismo después del proceso de someterlo a una incubaciéon durante un

periodo pertinente. Los laboratorios utilizan las CIM para confirmar la resistencia,

como una herramienta de investigacion para determinar la actividad in vitro de

nuevos antimicrobianos (Andrews, 2001).
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2.1.12. Mecanismo de accioén

Los mecanismos por los cuales los principios activos que poseen o estan
presentes en las plantas pueden causar la destruccion o inhibicion de los
microorganismos. Los metabolitos antimicrobianos actuarian en los siguientes

puntos:
- Degradacion de la pared celular,
- Dafio a la membrana citoplasmatica,
- Dafo a las proteinas de membrana,
- Filtracion del contenido celular,
- Coagulacion del citoplasma y

- Agotamiento de la fuerza motriz de protones (Ultee et al., 2002)

Figura 14: Estructura de la pared de una bacteria gram-negativa
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Figura 15: Estructura de la pared de una bacteria gram-positiva.

2.2. Antecedentes empiricos de la investigacion

1.

Amaya C. & Gutiérrez N. (2004) evaluaron la actividad antimicrobiana y
antifungica del extracto etandlico del fruto de Sapindus saponaria, compararon
los extractos etandlicos de la cascara seca y no seca verificando que el
extracto de la cascara del fruto seco inhibe el crecimiento de Staphylococcus
aureus y Trichophyton mentagrophytes a una concentraciéon de 45.0% y 50%
respectivamente. En dicha investigacion también se realizé un analisis
fitoquimico, identificaron la presencia de: saponinas, taninos y
sesquiterpenlactonas.

Lavaud C. y colaboradores (2015). Aislaron cinco saponinas triterpenoides
nuevas y una conocida del extracto metandlico de la corteza de la raiz de
Zanha golungensis Hiern extrajeron por reflujo con metanol al 80%, purificaron
en silicagel con gradiente, purificaron 5 fracciones, las cuales elucidaran por
analisis espectroscopicos UV-Vis, RMN H, C. Estos contienen acido zanico
como aglicona, un triterpenoide de tipo oleanano. Los nuevos compuestos los
denominaron zanhasaponinas D-H.

Cruz-Carrillo, Anastasia (2010) investigaron cuatro especies vegetales con

extractos etandlicos de hojas de Bidens pilosa, Lantana camara, Schinus

molle y Silybum marianum, los cuales fueron sometidos a un analisis

microbioldgico in vitro, para establecer su actividad antibacteriana y sus
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concentraciones minimas inhibitoria y bactericida, en respuesta a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. Dichos
extractos mostraron actividad contra S. aureus; donde la que mostro la mejor
actividad fue B. pilosa y L. camara, S. molle y S. marianum mostraron
capacidad moderada para inhibir el crecimiento de S. aureus verificandose
que las plantas seleccionadas presentan actividad antibacteriana frente a S.
aureus.

Soto Vasquez, (2015), Evaluaron la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de la raiz de Rumex crispus L. el cual fue preparado mediante la
técnica de extraccién de reflujo con etanol al 70%. Y su tamizaje fitoquimico
evidencio la presencia de catequinas, lactonas, saponinas, compuestos
fendlicos, taninos, quinonas, flavonoides y leucoantocianidinas. Para realizar
el ensayo antimicrobiano se empled el método de difusion en pozos segun
Kirby- Bauer. El extracto etandlico mostré actividad antimicrobiana frente
Escherichia coli y Staphylococcus aureus a todas las concentraciones
ensayadas (5, 15y 30%). Las concentraciones inhibitorias minimas fueron de
1,0y 2,5 mg/mL para S. aureus y E. coli respectivamente.

Calle Alvarez Jairo, (1998) Utilizaron la corteza de Inga marginata willde y
probaron la actividad biolégica de las saponinas, taninos, fitosteroles y
triterpenoides, encontrandose cinco saponinas por cromatografia de capa
delgada. Con el extracto etandlico y las saponinas crudas se realizaron
ensayos para determinar su actividad antibacteriana, antifungica y
farmacoldgica con ratas Wistar y ratones OF-1, e ictiotoxica sobre el pez
Guppy (Poedlia reticulata) Peters. Las saponinas de la corteza poseen
actividad depresora sobre el SNC en ratas y ratones. La actividad contra
bacterias es baja, mientras que contra hongos se manifiesta. Las saponinas
presentes inhiben el crecimiento de tumores en los discos de zanahoria en un
99%. Son toxicas para el pez Guppy (Poedlia rericulata), CL50 a 96 h: 5,5
mg/L.

Oleszek. W (1988) extrajeron en fase solida la fraccién de saponinas de

alfalfa, desarrollaron un método sencillo para aislar saponinas de alfalfa 'y

fraccionar en acido medicagénico, hederagenina y glicésidos de

soyasapogenol. Este método se basa en la extraccion selectiva de saponinas
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10.

en una fase solida CI8 con soluciones de metanol-agua. Selectividad del
sorbente C para retener las saponinas depende fuertemente del pH de la
muestra cargada. La caracteristica fue la base de un nuevo método de
cromatografia en columna para aislamiento de saponinas individuales.

Silver, L. L, K. A. Bostian, (1993) "Discovery and development of new
antibiotics: the problem of antibiotic resistance”, En esta revision estan
algunas metodologias utilizadas para la evaluacion de la actividad
antibacteriana de compuestos de origen vegetal.

Rodriguez Pava Cristian Nicolas, (2017) Antimicrobial activity of four varieties
of plants against pathogens clinical significance in Colombia. Evaluan la
actividad antimicrobiana de los extractos de las plantas Bauhinia sp.,
Sambucus nigra, Eichhornia crassipes y Taraxacum officinale frente a
patdgenos de importancia clinica. Los extractos crudos someten a analisis
fitoquimico comprobando la presencia de flavonoides, terpenos, saponinas,
fenoles, quinonas y alcaloides que actividad antimicrobiana en diferentes
concentraciones y separan las fracciones por cromatografia en capa fina, de
los cuales el que presenta mejor inhibicion fue el mas eficaz los tallos de T.
officinale.

Jiang Liu et al. (2013). Aislaron tres saponinas de tipo 18-oleano, lupino y 12-
oleano junto a cuatro saponinas triterpenoides de las yemas de Lonicera

macranthoides evaluandose actividades citotoxicas contra células HSC-2.

Carolina Isabel Ulloa Heras (2018) Evaluacion in vitro de la capacidad inhibitoria de
saponinas presentes en el penco (Agave americano) frente a Fusarium sp.
Cuenca — Ecuador. Evaluaron in vitro la capacidad inhibitoria de las saponinas
presentes en el penco (Agave americano) frente a Fusarium sp. Y comprobar su poder

biofungicida.
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. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis
3.1.1. Hipoétesis general

Las fracciones obtenidas de la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata

Raf. presentan efecto antibacteriano frente al Escherichia coli ATCC 51813.

3.2. Identificacion de Variables e Indicadores

3.2.1. Variable Independiente
Las Fracciones de saponinas aisladas de la raiz de Colignonia parviflora

var.biumbellata Raf.

3.2.2. Variable Dependiente
Efecto antibacteriano de las fracciones de saponinas aisladas de la raiz de

Colignonia parviflora var. biumbellata Raf. sobre Escherichia coli.
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3.3. Operacionalizacion de la Investigacion

Variables Indicadores Definicién Naturaleza Medicion Metodologia Instrumento de Resultados
medicion

Independiente Evidenciade Saponinas Cualitativo Directa Se obtuvo el Cromatoplaca Rf
Las Fracciones de saponinas metabolito extracto con
saponinas aisladas presente en saponinas, se HPLC Espectros UV
de la raiz de extracto confirmé su
Colignonia parviflora presencia por Cromatégrafo Fracciones
var. biumbellata Raf métodos Flash

cualitativos se

obtuvo su HPLC y

se sometio a

accion

antimicrobiana con E.

coli
Dependiente Inhibicién de Efecto Cuantitativo Directa Se verifico el Andlisis en Halos de

lasfracciones antibacteriano efecto Agar Inhibicion de las

Efecto extraidas delas fracciones antimicrobiano de Mueller-Hinton fracciones de
antibacteriano de (halos en mm) obtenidas las fracciones porel método de saponinas
las aisladas de la disco e inhibicién
fracciones raizde Colignonia de lasfracciones

saponinas aisladas
de laraiz de
Colignonia
parviflora var.
biumbellata Raf.
frente a
Escherichia coli

parviflora var.
Biumbellata Raf.
presentando
mayor inhibicion el
de mayor
concentracion.

de saponinas

Figura 16: Operacionalizacion de variables
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IV. METODOLOGIA
4.1. Ambito de estudio

El lugar geografico que se escogio fue la regiéon del Cusco. El muestreo de
la especie vegetal en estudio se realiz6 en forma aleatoria (Anexo 02), tomando en
consideraciéon unicamente las plantas que tengan tamafio de un metro y medio
aproximadamente los cuales tendran el tamafo de la raiz considerable y una
muestra para el herbario, el lugar de muestreo fue el sector de Tankarchayoc,
localidad de Pumamarca, distrito de San Sebastian, provincia del Cusco a una
elevacion de 3 420 m, en mes de marzo. La época de muestreo correspondié a

época de lluvias.

Figura 17: Ubicacion del lugar de la colecta de la planta objeto de la investigacion

Para la identificacion de la especie vegetal se siguieron las técnicas de
campo utilizadas por el Jardin Botanico de Missouri, EE. UU. La especie colectada
fue identificada en el Herbario Vargas de la Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cusco y también se dejé un ejemplar para el herbario Vargas Cuzco, la

cual se presenta en el Anexo 01.

4.2. Tipo y nivel de investigacién
Investigacion cuantitativa, se observé los fendmenos por medio de los

analisis experimentales reportando los resultados. (Hernandez Sampieri, 2014)
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4.3. Unidad de analisis

La unidad de analisis son las fracciones del extracto de raiz de Colignonia
parviflora var. biumbellata sacha paraccay.
4.4. Poblacion de estudio

Raices de la especie de Colignonia parviflora var. biumbellata del sector de
Tankarchayoc, localidad de Pumamarca, distrito de San Sebastian, provincia del
Cusco a una elevacion de 3 420 m de altitud.
4.5. Tamaiho de muestra

Se colecto6 plantas de un metro y medio de tamano aproximadamente los
cuales tenian una raiz considerable obteniéndose aproximadamente 3 Kg de
muestra de raiz.
4.6. Técnicas de seleccion de muestra

En forma aleatoria, tomando en consideracion unicamente las plantas que
tengan tamano de un metro y medio aproximadamente y en época de lluvias.
Luego llevado al laboratorio para su secado.
4.7. Técnicas de recolecciéon de informacion

Fichas de recoleccion de datos

4.71. Materiales De Investigacion
Muestra Vegetal

Raices de la especie Colignonia parviflora var. biumbellata Raf. Sacha paraccay.

Muestra microbiolégica

Cepas de Escherichia coli ATCC 51813

4.7.2. Materiales, Instrumentos y Equipos
Material de muestreo de Campo

Prensa botanica
Libreta de campo
Lapiceros marcadores
Tijera de podar
Camara fotografica

V V V V VYV V

Pico
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>

Papel periddico

Material de Laboratorio

VV V V YV VV VY V VY VYV V V V VYV VYV V VYV VYV VY

Algodon
Asas de siembra
Bagueta

Botellas de vidrio de color oscuro de 100, 200, 500 y 1000mL.

Embudos

Matraz aforado de 100 y 200 mL
Frascos de vidrio

Goteros

Gradilla

Hisopos

Jeringas descartables de 10 y 20 mL
Lampara ultravioleta

Matraz de 100 y 250 mL.

Mechero Bunsen

Micropipetas calibradas con sus puntas correspondientes.
Molino

Mortero

Papel Craf

Papel filtro Whatman 42

Pinzas

Pipetas de 1,5,10 y 25 mL.

Placas Petri

Probeta 10, 50,100 y 500 mL

Tubos de ensayo

Tubos Falcon de 15mL

Vasos precipitados de 50, 100, 250 mL
Viales de 10 y 20 mL y sus aplicadores para TLC

Equipos de Laboratorio

\4

vV V V

AccuBond SPE ODS-C18 Cartridges
Autoclave Vertical AV Phoenix.
Balanza analitica H.W. Kessel S.A.
Balanza analitica OHAUS explorer Pro
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VV V V VV VY VYV VVV VY VY VY VYV VY

Bano de ultrasonido BRANSON

Bano Maria Fisher Cientific

Bafo de ultrasonido (sonicador) Branson

Camara climatizada Binder

Camara Cromatografica de Vidrio

Camara de extraccion en fase solida Agilent Technologies
Campana de extraccion Fisher

Centrifuga GreedMed

Cocina eléctrica

Cromatofolio Silica gel 60 F — 254 Merck
Cromatoplaca de silicagel C18 soportadas en aluminio de 3.5 x 4.6 cm
Equipo de Cromatografia Flash Isolera One Biotage
Equipo de Cromatografia HPLC DAD Agilent 1200
Equipo de filtracién al vacio Vacuum Manifold
Estufa 120 VAC Fisher Scientific.

Horno Pasteur Memmert.

Microscopio estereoscopico

Refrigeradora Coldex

Rota vapor IKA RV10 Digital

SPE adaptador para cartuchos

SPE Sistema colector para vacio

Solventes vy Reactivos

VV VY VYV VYV V VY VY VY VY VYV

Acetona HPLC Baker J.T
Acetonitrilo

Acido clorhidrico

Acido férmico

Agua destilada

Agua ultrapura Barnested
Cloroformo

Cloruro férrico

Etanol a 70°

Magnesio metalico

Metanol

Reactivo Dragendorf

Silica gel en fase Normal Merck
Silica gel en fase reversa C 18 Merck
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> Vainillina

Medios de Cultivo

> Agar Mueller-Hinton

4.7.3. Parte Experimental

4.7.3.1. Extracciéon y aislamiento de Saponinas
La raiz que es de tamano grande anexo 02 se procedio a trozar en

pequefas porciones para poder secarlas a temperatura ambiente, luego del
secado de la muestra de raiz de Colignonia parviflora var. Biumbellata Raf s'acha
paraccay se redujo su tamafio en un molino y mortero, para la extracciéon se peso
10.00 g de muestra el cual se desarrollé por maceracion con etanol al 70%
(Hakim, 2021) durante 24, 48 y 72 horas, el cual fue sometido a un proceso de
extraccion alcohdlica hasta agotamiento y se filtr6, se obtuvo 355 mL del extracto
luego se concentrd a presion reducida junto con 6g silicagel, el extracto bruto se
concentro en el rotavapor, después se sometio a filtracion en fase inversa
obteniéndose el extracto de saponinas y se pasoé al SPE para purificar de mejor
manera (Wagner &Bladt, 2001), luego se obtuvo el porcentaje de rendimiento el
cual fue del 5.14%, del cual con parte del extracto obtenido se realizé las pruebas
fitoquimicas preliminares a través de reacciones a la gota y la identificacion del
tipo de nucleo de la saponina previo a una hidrolisis, HPLC y microextraccion en
fase solida (SPE) para purificar la muestra y someterla a las distintas pruebas.
(Wagner & Bladt, 2001).

Para poder verificar la presencia de saponinas en la muestra se procedié a
realizar el analisis preliminar o tamizaje fitoquimico en el que se utiliz6 0.5 a 1 mL

del extracto y 1 mL de los reactivos correspondientes.
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Figura 18: Enlaces débiles que se forman durante la extracciéon de las saponinas
4.7.3.2. Cromatografia en capa fina TLC

Para evidenciar la presencia de saponinas en el extracto se utilizé la
técnica de analisis por cromatografia en capa fina TLC Silica-gel comparado con
un acido triterpénico y colesterol con anillo esteroidal para poder identificar el tipo

de nucleo de la saponina.

4.7.3.3. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
Para la separacion por HPLC se pesa 100 mg de del extracto de saponinas

y se agrega 100 pL (3v metanol:1 agua acidulada) para activar; se usé el método
de elucién en gradiente, donde la composicion de la fase mévil que se uso fue
acido formico al 0.1% y acetonitrilo se inicié con 20% de B hasta 100% de B en 25
minutos los cuales se eligié para lograr una buena forma y resolucion de los picos
y un tiempo de analisis relativamente corto a una longitud de onda de 200 nm ya
que es la longitud a la cual presenta mayor absorcion, mostrandose 17 picos
donde los tiempos de retencion varian desde 2 a 25 minutos para cada uno de los

picos obtenidos. (Figura 20)
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Se utilizo la técnica de cromatografia HPLC para verificar la presencia de
saponinas en el extracto crudo, se compararon con los espectros UV estandar

que se encuentran en la libreria del equipo (Chen 2007) y (Fallon 1987).
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Figura 19. La interaccion hidrofébica entre el ligando C 18 y el compuesto



Figura 20. Interacciones que ocurren en el HPLC
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4.7.3.4. Cromatografia Flash

El analisis realizado al cromatograma del extracto rico en saponinas, cuya
deteccion fue a 200 nm, se cargd la muestra en una columna SNAC C18, para lo
cual se disolvié 200 mg del extracto de saponinas con etanol al 70%, se mezcl6
con 2 g silicagel en fase reversa C18, utilizandose para su fraccionamiento
acetonitrilo y acido férmico al 0.1%, la deteccion se realizé a 200 nm; se
colectaron 35 fracciones de 5 mL cada uno y se sometieron a cromatografia TLC
cada una de ellas, agrupandose aquellas que tenian Rf iguales para su posterior
analisis, asi mismo se visualizé diferentes colores los cuales cambian a longitudes

de onda (senhales) UV diferentes.

4.7.3.5. Determinacion del efecto antibacteriano de las
fracciones obtenidas por Cromatografia Flash

Luego de la colecta de las fracciones por cromatografia flash se verificé por
TLC cada una de las fracciones concentrandose en 06 fracciones ya que tuvieron
los mismos Rf y con ellos se procedio6 a verificar el efecto de la actividad
antibacteriana de las fracciones de saponinas extraidas de Colignonia parviflora
var. biumbellata, por el método de discos, midiéndose los halos de inhibicion de la

bacteria Escherichia coli. (Yadava y Jharbade, 2008).

4.7.3.6. Mediciéon de los halos de inhibicién

Se preparo las placas Petri con el agar Mueller-Hilton (con un espesor de
4mm aproximadamente), se extendié sobre las placas de agar colonias de E. coli
utilizando hisopos de algoddn esterilizados y posteriormente se procedio a colocar
los discos (los que previamente se pusieron soluciones de concentraciones de 5,
10 y 50 yL/mg de cada fraccion aislada) estos se inocularon sobre la superficie del
agar presionando suavemente cada disco con la punta de la pinza, para asegurar
el contacto firme con la superficie del agar, y asegurar de esta manera la difusién
de los extractos, colocandose de 4 a 5 discos por placa para evitar que las zonas
de inhibicién se superpongan o se extiendan, el tiempo en que se coloco estos
discos no excedid los 15 minutos, (tiempo 6ptimo para la colocacion de los
mismos), al término del cual se procedid a incubar las placas a 37°C por un lapso

de 24, 48 y 72 horas respectivamente para su lectura y medicion de los halos
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correspondientes.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a medir los diametros de
los halos de inhibicion utilizando una regla milimétrica. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

4.8. Técnicas de analisis e interpretaciéon de la informacion
Se utilizé diferentes técnicas de aislamiento, identificacion y verificacion, como son

aislamiento utilizando un solvente, la identificacién con TLC, HPLC, espectros UV.

4.9. Técnicas para demostrar la verdad o falsedad de las
hipotesis planteadas

Se realizaron diferentes técnicas cromatograficas como TLC, HPLC, espectros y el
analisis antibacteriano.

- Cromatografia en paca fina TLC
- Cromatografia HPLC

- Espectros UV

- Analisis antibacteriano de inhibicién por el método de discos

Figura 21: Metodologia experimental desarrollada
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Resultados

5.1.1. De la Identificacion de Compuestos Fitoquimicos -
Analisis Fitoquimico Obtenido del Extracto

Tabla 1
Analisis fitogquimico preliminar o tamizaje fitoquimico
. Compuestos . Esteroides y . .
Muestra | Saponinas | Rosenthaler Fenolicos Alcaloides triterpenos Taninos Flavonoides
Extracto +++ +++ + - +++ ++- -
Dénde:

Abundante : +++

Poco : ++

Muy poco : +

Ausente

- Del analisis fitoquimico en el cuadro 01 se puede evidenciar la presencia de
saponinas en cantidad abundante por la formacion de espuma asi mismo en la
prueba de rosenthaler que dio un color violeta confirmarian la presencia de

saponinas triterpénicas en la muestra objeto de estudio (Anexo 4)

5.1.2. De la Cromatografia en capa fina del extracto rico en
saponinas

Se realiza la cromatografia en capa fina utilizando como estandar un acido
triterpénico como es el acido oleandlico, colesterol y el extracto rico en saponinas
los cuales muestran colores lilas mostrados en la figura 18, siendo los valores de
Rf Acido Oleandlico 0.66, Colesterol 0.77 y el extracto rico en saponinas 0.66
cuadro 02 respectivamente, coincidiendo el valor de Rf entre el acido oleandlico
(proporcionado por el asesor) yuno de los Rf del extracto a pesar de haber
muchos componentes del cual desconocemos en el extracto; asi como sus

coloraciones que se forma teniéndose
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una estimacién o aproximacién que podria tratarse de una saponina triterpénica
dado de que el acido oleandlico es un acido triterpénico y para este analisis se
hizo una hidrélisis con HCI 3 M (Fase maovil CHCI3: MeOH/48:2) y se reveld con
H2S04 al 10% vy vainillina en calor (Wagner H, S. Bladt 1996).

o AO = Acido
Oleandlico (acido
triterpénico)

0 CO =Colesterol

o Ext = Extracto rico en
saponinas

Figura 22: Cromatografia en capa fina del extracto rico en saponinas

Tabla 2
Posicion de las zonas reveladas en TLC y Rf

Zonas Distancia Rf Color
Solvente 4.4 1
olcido AO 2.9 0.66 Fucsia
Colesterol Co 3.4 0.77 anaran ada
Extracto de Ext 2.9 0.66 Fucsia

saponina

- Del analisis se podria confirmar la presencia de anillo triterpénico en el extracto

por el Rf similar al acido Oleandlico.
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5.1.3. Del analisis por HPLC y obtencién de los
cromatogramas del extracto rico de saponinas

El extracto de saponinas se analizé por HPLC — DAD Agilent 1200 controlado
por computadora con software Chemstation Rev. B.03.01 SR1 utilizandose para su
fraccionamiento acetonitrilo y acido férmico al 0.1%, utilizandose los resultados para

comparar con los espectros ultravioleta patrones para el fraccionamiento por HPLC.

4.416

120

21.354

100

80

60

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 min

Figura 23: Cromatograma HPLC del extracto rico de saponinas

El analisis por HPLC confirmé los resultados de la cromatografia TLC
realizado figura 18, donde podria estar presente el anillo triterpénico del oleanano
de las saponinas ftriterpénicas, el cromatograma nos mostré 17 compuestos

separados.
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Figura 24: Cromatograma HPLC del extracto rico de saponinas monitorizado a
200nm parviflora

En el cromatograma del extracto con numeros de 1 al 17 y sus respectivos picos

que presentan con maximo de absorbancia menores a 200 nm.

El pico 1 cuyo tiempo de retencion es 2.448
El pico 2 cuyo tiempo de retencién es 5.855
El pico 3 cuyo tiempo de retencion es 8.588
El pico 4 cuyo tiempo de retencién es 8.896
El pico 5 cuyo tiempo de retencion es 10.533

El pico 6 cuyo tiempo de retencion es 10.034
El pico 7 cuyo tiempo de retencion es 15.594
El pico 8 cuyo tiempo de retencion es 18.556
El pico 9 cuyo tiempo de retenciéon es 19.270

El pico 10 cuyo tiempo de retenciéon es 19.591
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El pico 11 cuyo tiempo de retencién es 21.354

El pico 12 cuyo tiempo de retencion es 21.885
El pico 13 cuyo tiempo de retencién es 22.672
El pico 14 cuyo tiempo de retencién es 23.497
El pico 15 cuyo tiempo de retencién es 24.101
El pico 16 cuyo tiempo de retencion es 24.416

El pico 17 cuyo tiempo de retencién es 24.883

Las diferencias en los tiempos de retencién podrian deberse a los diferentes grupos
glucosidicos en el entorno del nucleo triterpénico, que se comparo con los espectros
UVv.
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Figura 25: Superposiciéon de espectros UV de los extractos muestra (Azul) y
AcidoOleandlico (rojo).

Cromatograma HPLC del extracto de Saponina y la superposicion de espectros UV
de los extractos, donde picos 12 al 17 tienen espectros UV que coinciden con el

espectro UV del acido triterpénico del acido Oleandlico.

Los compuestos 1,2,3 por ejemplo correspondes a otros compuestos desconocidos,
ya que estos no coinciden con los espectros UV de la biblioteca del software del

sistema cromatografico Chemstation B0O3.
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5.1.4. Del fraccionamiento del extracto rico en saponinas
por cromatografia flash

Se colectaron 35 fracciones, visualizandose diferentes colores los cuales

cambian a longitudes de onda (sefiales) UV diferentes.

Figura 26: Fraccionamiento del extracto rico en saponinas por cromatografia
flash

El analisis realizado al cromatograma del extracto rico en saponinas, cuya
deteccion fue a 200 nm, se cargé la muestra en una columna SNAC C18, donde se
colecté 35 fracciones de un volumen de 5 mL cada uno donde la diferencia de

colores que se visualiza es debido a una senal diferente.

5.1.5. De la Cromatografia en capa fina de las fracciones
obtenidas por cromatografia flash

Se procedio a realizar la cromatografia TLC para cada una de las fracciones
obtenidas por cromatografia flash, juntandose aquellas que tenian igual Rf, color y
forma llegandose a obtener 6 fracciones con las cuales se realizaron las pruebas de
inhibicién, con sistema movil cloroformo, acido acético glacial, metanol y agua

(64:32:12:8) y para la deteccidén reactivo vainillina y acido sulfurico.
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Figura 27: Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas por
cromatografia flash

La cromatografia muestra las manchas obtenidas de las diferentes

fracciones los cuales muestran coloracion parecida, asi como sus Rf.

HPLC para CARBOHIDRATOS

S8igmal 1: RIDL A, Refractiwve Index Sigmnal
ResTime Type Area Emt/Area Amonant Grp He—
[min] [nRIT*=a] [mop =77

Figura 28: HPLC del carbohidrato presente en la muestra de sacha paraccay

Se realiza el HPLC y de acuerdo al analisis en el tiempo de 6.924 se detecta
la presencia de glucosa como el carbohidrato que se encuentra en mayor cantidad
y asi poder identificar el tipo de azucar que esta unido a laestructura del anillo de la

saponina.

47



Tabla 3
Concentraciones de las diferentes fracciones

Fracciones Cédigq’dela Caodigo en Pgso Disuelto Conc de la f;cézi(gnde Concentracion 1 Concentracion 2 Concentracion 3
Agrupadas fraccion placas fraccion(mg)  EtOH (uL) frac. mg/uL mg/100uL mg/5uL mg/10uL mg/50uL
1-3 A F1 7.2 400 7.2/400 1.8 0.090 0.180 0.900
4-10 B F2 97.7 400 97.7/400 24.4 1.221 2.443 12.210
11-16 C F3 1.1 400 1.1/400 0.3 0.015 0.030 0.150
17-21 D F4 39.1 800 39.1/800 4.9 0.245 0.490 2.450
20-29 E F5 23.3 500 23.3/500 4.7 0.235 0.470 2.350
30-35 F F6 2.1 400 2.1/400 0.5 0.025 0.050 0.250

Nota. Los resultados muestran los pesos y las concentraciones con las que se realizé efecto antibacteriano
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Tabla 4

1ra Actividad antibacteriana del extracto etandlico de la raiz deColignonia parviflora var. Biumbellata

Sach’a Paraccay frente a E. coli (ATCC 51813)

Codigoen - Concentracion 2 Concentracion 3 Tamafio de Halo Tamafio de Halo Tamario de Halo
placas Concentracion 1mg/5uL mg/10uL mg/50uL Concentracion mg/5ul Concentracion Concentracién
mg/10uL mg/50uL
F1 0.090 0.180 0.900 10 11 14
F2 1.221 2.443 12.210 7 10 11
F3 0.015 0.030 0.150 0 0 9
F4 0.245 0.490 2.450 0 0 0
F5 0.235 0.470 2.350 0 0 5
F6 0.025 0.050 0.250 6 0 10
16
|E
~ 12
B Tamano de Halo —
Concentracién n
mg/5uL — 10
8 9
B Tamafio de Halo
Concentracion
mg/10uL
4 5
OTamafio de Halo
Concentracion
mg/50uL
0
F1 F2 F3 Fa F5 Fé

Grafico 49: Concentracion vs tamano de
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Tabla 5
2da Actividad antibacteriana del extracto etandlico de la raiz de Colignonia parviflora var. Biumbellata

Sach’a Paraccay frente a E. coli (ATCC 51813)

“en  Concentaciont Concentracion 2 Concentiacéns e ey Goncentracion  Tamari de HaloConcentracion
placas mg/5ul mg/10uL mg/50uL

F1 0.090 0.180 0.900 9 10 14

F2 1.221 2.443 12.213 9 9 10

F3 0.015 0.030 0.150 0 0 9,5

F4 0.245 0.490 2.450 0 0 0

F5 0.235 0.470 2.350 0 0 4,5

F6 0.025 0.050 0.250 2 3 9

16

ETamano de Halo
Concentracion

mg/5ulL o .
8 91—
ETamafio de Halo
Concentracion
mg/10uL
4 -
OTamafio de Halo
Concentracion
mg/50uL H
0
Fi F2 F3 Fé F5 Fé

Gréfico 2: Concentracion vs tamario de halo 50



Tabla 6
3ra Actividad antibacteriana del extracto etandlico de la raiz de Colignonia parviflora var. Biumbellata

Sach’a Paraccay frente a E. coli (ATCC 51813)

Cédigoen Concentracion 1 Concentracién 2 Concentracion 3 ngnnaclon?r:\c?c’?rlwo ngqr?cﬁeon’?rzg:r!o Tg;ii%g:ggf
placas mg/5uL mg/10uL mg/50uL ma/5uL mg/10ul mg/50uL
F1 0.090 0.180 0.900 9 10 12
F2 1.221 2.443 12.213 6 10 10
F3 0.015 0.030 0.150 0 0 8
F4 0.245 0.490 2.450 0 0 0
F5 0.235 0.470 2.350 0 0 4
F6 0.025 0.050 0.250 2 0 9

Grafico 3: Concentracion vs tamafo de halo (3)
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Tabla 7
Concentraciones y volumenes aplicados a las placas

Concentracionde la

Fracciones Cddigo dela Caodigo en fraccion de Disuelto Volumen Concentracién D'.SCO codigo
agrupadas fraccioén placas saponinas EtOH (uL) tomado (uL) aplicada al disco ug asignado enla
mg/400ul placa
1-3 A F1 7.2 400 5 90 F1/5
10 180 F1/10
50 900 F1/50
4-10 B F2 97.7 400 5 1221 F2/5
10 2443 F2/10
50 12213 F2/50
11-16 C F3 1.1 400 5 14 F3/5
10 28 F3/10
50 14 138 F3/50
17-21 D F4 39.1 800 5 244 F4/5
10 489 F4/10
50 2444 F4/50
20-29 E F5 23.3 500 5 233 F5/5
10 466 F5/10
50 2330 F5/50
30-35 F F6 2.1 400 5 26 F6/5
10 53 F6/10
50 263 F6/50
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Tabla 8

Cuadro resumen de los halos de inhibicidn de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la

raiz de Colignonia parviflora var. Biumbellata Sach’a Paraccay frente a E. coli (ATCC 51813)

Disco codigo
asignado en laplaca

Concentracion ug

Tamafio del halo inhibitorio
(mm)1racorrida

Tamafio del halo
inhibitorio (mm)2da

Tamario del halo
inhibitorio (mm)3ra

corrida corrida
F1/5 90 10 9 9
F1/10 180 11 10 10
F1/50 900 14 14 12
F2/5 1221 7 6
F2/10 2443 10 10
F2/50 12213 11 10 10
F3/5 14 ND ND ND
F3/10 28 ND ND ND
F3/50 138 9 9.5 8
F4/5 244 ND ND ND
F4/10 489 ND ND ND
F4/50 2444 ND ND ND
F5/5 233 ND ND ND
F5/10 466 ND ND ND
F5/50 2330 5 4.5 4
F6/5 26 6 2
F6/10 53 ND ND
F6/50 263 10 9

ND: No detectado
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Cuadro resumen de los halos de inhibicion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la raiz de Colignonia parviflora var.
Biumbellata Sach’a Paraccay frente a E. coli (ATCC 51813).

1414

B Tamafio del halo inhibitorio 10 010 10 10
(mm)1ra corrida 9.3

ETamafio del halo inhibitorio
(mm)2da corrida

OTamafio del halo inhibitorio
(mm)3ra corrida

F1/5 F1/10 F1/50 F2/5 F2/10 F2/50 F3/5 F3/10 F3/50 F4/5 F4/10 F4/50 F5/5 F5/10 F5/50 Fé/5 Fé/10 F&/50
Disco codigo asignado en la placa

Grafico 4: El cuadro resumen muestra la concentracién y sus halos de inhibicion en cada una de las
concentraciones aplicadas y sus distancias correspondientes los cuales se hicieron por triplicado, donde
se visualiza las fracciones 01 y 02 son las que presentan mayor inhibicion por el mayor halo que
presentan. Asi mismo podemos indicar que a medida que aumenta la concentracién del extracto aumenta

la inhibicion.
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Tabla 9
Clasificacion de la actividad antibacteriana de las fracciones de las saponinas de acuerdo con los criterios

de Toda v col. de los halos de inhibicion del extracto etandlico de la raiz de Colignonia parviflora var.

Biumbellata Sach’a Paraccay frente a E. coli (ATCC 51813)

Fracciones Actividad

Antimicrobiana

F1 Moderada
F2 Moderada
F3 Ligera

F4 No actividad
F5 Ligera

F6 Ligera




DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo al tamizaje fitoquimico ensayado al extracto de la raiz de la planta
sach'a paraccay el cual presenta varios metabolitos secundarios los cuales
coinciden con los reportados en otros trabajos de investigacion de esta especie

0 género como el reportado por Amaya C. & Gutiérrez N. (2004).

Segun Soto Vasquez (2015) muestran actividad antibacteriana del extracto
etandlico de la raiz de Rumex crispus L frente al Escherichia coli y que estas
también presentan saponinas con un halo de inhibicion de 12,8 mm y el
extracto de sacha paraccay demostré ser efectivo a una concentracion de 90ug
frente al Escherichia coli con un halo de inhibiciéon de 12 mm, donde dichos

resultados evidencian la actividad antibacteriana.

Igualmente, segun Rodriguez Pava en la actividad antimicrobiana de cuatro
variedades de plantas los extractos a partir de solventes organicos de Bauhinia
a concentraciones de 20 mg/mL, lograron inhibir P. aeruginosa y E. coli

reportando un halo de inhibicion de 10 mm

El tamano de halos obtenidos cuando los extractos son sometidos a la actividad
antimicrobiana con E. coli son similares a los reportados con solanun incannun

L que también tiene saponinas segun Desta Berhe Sbhatu (2020).

No existen trabajos previos de indole antibacteriano con respecto a la raiz de la

especie en estudio

En referencia a la actividad antimicrobiana el que mejor actividad presenta es la
F1 con respecto a la F2 que son las presentan una sola mancha (figura 23),
que podrian ser los de los picos 12 al 17; la fraccion F3, F5 y F6 presentan

actividad muy baja, la F4 no presenta actividad.

La fraccion 1 a pesar que la cantidad que se utiliza en peso es mucho mayor no
presenta mayor halo de inhibicién que la fraccién 2, por ello podriamos indicar
que la mejor fraccion que inhibe es la fraccion niumero 1 y que podria quizas
corresponder a los picos que se visualiza en el cromatograma del HPLC de la
figura 19y 20.
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Las saponinas presentes en la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata
Raf. poseen un glucésido que es la glucosa en mayor cantidad (figura 25) y
presenta inhibicion tal como refiere la bibliografia de la raiz de Rumex

crispus L. (Soto Vasquez, 2015).

Dentro de los posibles mecanismos de accién antibacteriana de los
componentes de las fracciones de saponinas estaria la disrupcion de la
membrana celular aumentando su permeabilidad, inhibiciéon de enzimas

bacterianas y alteracion de la sintesis de la pared celular.
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1.

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata Raf.
presenta metabolitos secundarios como saponinas, esteroides y triterpenos,

compuestos fendlicos y taninos segun el dosaje fitoquimico.

Se realiza el fraccionamiento por cromatografia flash a 200 nm, se purifica por
microextraccion en fase solida, obteniéndose seis fracciones de las cuales el
que presenta mayor actividad antimicrobiana es en la fraccion 1 por tener
mayor halo de inhibicién 14 mm a una concentracién de mg/50ul frente al
E.coli ATCC 51813 y con 9 mm el de menor concentracion mg/5ul lo que hace
de esta especie sea una fuente muy importante de compuestos con actividad
antimicrobiana, asi mismo con respecto al anexo 3, la fraccién 1 es la que
presenta mayor actividad estaria considerada como actividad antimicrobiana
MODERADA.

Se ha determinado el nucleo de la saponina lo cual verifica la presencia de la
saponina triterpénica por los resultados obtenidos en la reaccion de
Rosenthaler, cromatografia en capa fina, espectros UV del HPLC en los
cuales se obtienen 17 picos los cuales sus espectros UV de los picos 12 al 17

se superponen con los del acido oleandlico un acido triterpénico.

Se determina el efecto antibacteriano siendo el que presenta mejor actividad
antimicrobiana la fraccion 1 siendo esta la que presenta mayor halo de

inhibicion.
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SUGERENCIAS

Realizar otras pruebas y/o analisis como NMR, espectrometria de masas para

determinar la estructura quimica de las saponinas presentes de esta especie.

Se sugiere realizar estudios antibacterianos con otras especies de bacterias y

poder lograr mayor aplicaciéon de las saponinas.
Trabajar con concentraciones menores y mayores a las reportadas.

Trabajar los extractos fraccionados con diferentes antibidticos para realizar las

pruebas de resistencia o susceptibilidad.

Analizar los resultados con otros métodos de extraccién y otros solventes
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ANEXOS

Anexo 1
Posicién Taxondémica de la Planta Realizada por el Herbario Vargas — Cusco
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Anexo 2
Secuencia de Tratamiento de la Muestra

Figura 28: PLANTA DE COLIGNONIA Figura 29: RAIZ DE SACHA PARACCAY
PARVIFLORA BIUMBELLATA VAR. SACH'A
PARACAY
Figura 30: MOLIENDA Figura 31: CONCENTRADO EN ROTAVAPOR
Figura 32: CROMATOGRAFIA FLASH Figura 33: CROMATOGRAFIA FLASH
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Figura 34: CROMATOGRAFIA FLASH

Figura 36: INOCULACION DE MUESTRAS

Figura 35: CROMATOGRAFIA EN TLC

Figura 37: RESULTADOS DE EFECTO
ANTIBACTERIANO
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Criterios de actividad ant

Anexo 3
imicrobiana frente al halo de Inhibicién

Para definir el tipo de actividad antimicrobiana, se utilizaron los criterios

establecidos por Toda M, Kubo Y.

Actividad Halo de Inhibiciéon
(mm)
Marcada > 16
Moderada 16 < halo
12
Ligera 12 < halo
8
No actividad <8

Donde:

Halo de Inhibicion = 16

Halo de Inhibiciéon 16 < halo 12 :

Halo de Inhibicion 12 < halo 8

Halo de Inhibicion < 8

: significa una actividad antimicrobiana

marcada

significa una actividad antimicrobiana

moderada.
: significa una actividad antimicrobiana
ligera.

: significa ausencia de actividad

antimicrobiana.

Fuente: Toda M, Kubo Y. Antibacterial and bactericide activityof tea extracts

and catechins against methicillim resistant Saphylococcus aureus, J.

Bacteriol, 1994; 46 (5): 845-49
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ANEXO 4

Reactivos utilizados

1.

Saponinas

Ensayo de la Espuma Se coloca una pequefia cantidad en mL de extracto vegetal en
un tubo de ensayo con agua, en una proporcion de 1:1, se agita vigorosamente por
unos minutos y se observa la altura de la espuma formada, este proceso dependera
del contenido de saponinas del material vegetal.

Al agitar una solucién acuosa de una muestra que sea o contenga saponinas, se forma
una espuma estable como la obtenida al agitar la solucién acuosa de un jabén. Puesto
que existen otras sustancias que pueden formar espuma, se debe asumir este ensayo

como una prueba presuntiva de la presencia de saponinas.

Reaccion de Rosenthaler: Diluir 1 g de vainillina en 100 ml de etanol.
Ensayo de Rosenthaler. Las sapogeninas triterpénicas pentaciclicas dan color
violeta (la reaccién ocurre en el hidréxilo del C-3) y las esteroidales no reaccionan o

dan color verdoso.

Reaccion de Vainillina con Sapogeninas Pentaciclicas

3. Compuestos Fendlicos

73



Se utiliza FeCI3 el cual forma un complejo.
El ion cloruro del FeCI3 protona al fenol formando un fenéxido, el cual reacciona con

el hierro para formar un complejo.

La reaccion sirve para identificar fenoles, puesto que el complejo tiene una coloracién

violeta

Ferric (Ill) Chloride test (violet colour):

Esteroides y triterpenos
Reaccion de Rosenthaler para triterpenos
Reaccion de Lieberman — Bourchad para esteroides

Acido sulfurico mas anhidrido acético sobre una disolucion del esterol en cloroformo
da colores desde purpura rojizo a azul verdoso

Taninos

- A la solucion de extracto afadir cloruro férrico al 1%. Color negruzco tanino
galico, marrén o verde tanino condensado

- A 1 mL de extracto afadir 1 mL de K2Cr207 al 5%. Observar formacion color
pardo amarillento.

- A 2 ml del extracto afiadir 2 ml de solucién de gelatina al 5% observar formacién

de precipitado
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