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COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO Y FRACCIONES DE LA PARTE AEREA
DE Sida cordifolia L.

[Chemical composition and antibacterial activity of the ethanolic extract and
fractions from the aerial parts of Sida cordifolia L.]

ALBERTO BURGOS', ALBA EDWARDS’, DIANA BAZAN', ESTEBAN
FERRO', NELSON ALVARENGA"

'Departamento de Fitoquimica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de
Asuncion, PO BOX 1055, San Lorenzo, Paraguay
* Estudiante del Doctorado en Ciencias Farmacéuticas de la Facultad de Ciencias Quimicas,
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Resumen: Se realizo la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto
etanolico de la parte aérea de Sida cordifolia L. (Malvaceae) y de las fracciones
obtenidas por extraccion en condiciones diferenciales de pH empleando el método
de microtitulacion en placa utilizando resazurina como indicador de viabilidad
celular frente a un panel constituido por 2 bacterias Gram positivos (+) y 2 Gram
negativos (-). También se realizd un ensayo fitoquimico preliminar para
determinar grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto crudo y
compararlos con los descritos en la bibliografia. El ensayo fitoquimico mostr6 la
presencia de alcaloides, flavonoides y esteroides y/o triterpenoides libres. En
cuanto a la actividad antibacteriana, la fraccion acida demostro ser la mas activa,
convalores de CMI entre 5y 1,25 mg/mL frente a los microorganismos ensayados,
siendo Pseudomonas aeruginosa el que demostré6 mayor sensibilidad en las
condiciones empleadas.

Palabras clave: Malvaceae, Sida cordifolia, actividad antibacteriana, extracto
etanolico.

Summary: Evaluation of antibacterial activity of the ethanolic extract from the
aerial parts of Sida cordifolia L. (Malvaceae) and fractions obtained by differential
pH extraction was performed against a panel of 2 Gram (+) and 2 Gram (-) bacteria
with the resazurin microtitre-plate method. A preliminary phytochemical analysis
was also performed to compare the secondary metabolites present in the crude
extract with those described in the literature. The chemical assay showed the
presence of alkaloids, flavonoids and free steroids and/or triterpenoids. Respect to
the antibacterial activity, the acid fraction was the more active, with MIC values
ranging from 5 to 1,25 mg/mL. Pseudomonas aeruginosa was the most sensitive
of'the tested microorganisms.

Key words: Malvaceae, Sida cordifolia, antibacterial activity, ethanolic extract.
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INTRODUCCION

A pesar de la existencia de numerosos agentes antimicrobianos actualmente en uso
clinico, la apariciéon continua de cepas resistentes o multi-resistentes a los mismos
plantea la necesidad de buscar nuevos farmacos para el tratamiento de las infecciones
producidas por dichas cepas (Suleiman et al.,2010).

Dentro de este contexto, los productos naturales son una fuente importante para el
aislamiento de nuevas moléculas, las cuales pueden constituirse en cabezas de serie para
el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos. En efecto, se estima que los
productos naturales estan implicados en el desarrollo del 44% de todos los nuevos,
farmacos, principalmente como moléculas base para la obtencion de derivados
semisintéticos (Hostettmann et al., 2001).

Sida cordifolia L. (Malvaceae), conocida popularmente como Malva Blanca, es una
planta ampliamente utilizada para el tratamiento de infecciones de diverso tipo, tanto en
Paraguay como en otras partes del mundo asi como para otras indicaciones, como por
ejemplo antiinflamatoria, antiasmatica, hipoglucemiante, antipirética y analgésica (Pin
et al.,2009; Vera, 2009). Las hojas trituradas se usan para el alivio de dolores locales y
para el tratamiento de heridas y enfermedades de la piel (Medeiros et al., 2006).

Trabajos anteriores han demostrado la presencia de alcaloides, esteroides, flavonoides
y saponinas (Reddy et al.,2012). La actividad antimicrobiana de diferentes extractos de
la planta frente a bacterias y hongos patdgenos también ha sido descrita (Baby et al.,
2011; Reddy et al., 2012). Sin embargo, hasta el momento no se han identificado los
compuestos responsables de dicha actividad. Como se ha descrito la presencia de
alcaloides, terpenoides y flavonoides en la planta y es bien conocido que estos
compuestos poseen actividad antimicrobiana es dable suponer que algunos de ellos son
responsables de la misma. Por otro lado, la mayoria de los ensayos publicados utilizan
para la evaluacion de la mencionada actividad el método de difusion en disco, el cual
necesita cantidades significativas de material a ensayar, requiere tiempo y presenta
algunos problemas, que han sido descritos en la literatura (Drummond & Waigh, 2000).

El método de microtitulacion en placa para la determinacion de actividad
antimicrobiana de productos naturales ha ganado amplia aceptacion en los tltimos afios,
debido a la facilidad y rapidez de su realizacién, ademas del hecho de requerir poca
cantidad de extracto y permitir analizar varios extractos simultaneamente. A esto se
suma el hecho de la utilizacion del colorante resazurina, el cual permite la deteccion del
crecimiento microbiano sin necesidad de emplear un espectrofotometro, obteniéndose
ademas la CMI de los extractos evaluados (Sarker ez al.,2007).

Con estos antecedentes, hemos decidido llevar a cabo la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto etanolico de la parte aérea de S. cordifolia y de fracciones
obtenidas del mismo, con el propésito de identificar en cuales se encuentran los
componentes activos. Esto tiene por objeto centrar las operaciones de aislamiento s6lo a
las fracciones que demuestren inhibir el crecimiento microbiano. La extraccion en
condiciones diferenciales de pH se propone debido a que en la literatura se ha descrito la
presencia de alcaloides, y estos compuestos han demostrado poseer actividades
biologicas de diverso tipo, entre la que se encuentra la antimicrobiana. Se obtuvo
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ademas la concentracion minima inhibotoria (CMI) tanto del extracto crudo como de
las fracciones obtenidas. Se plante6 también la realizacion de un ensayo fitoquimico
preliminar, tendiente a confirmar si la composicion quimica de la especie que crece en
Paraguay es similar a la descrita en la literatura, ya que se sabe que la produccion de
tipos y cantidades de metabolitos secundarios es afectada por el medio ambiente en que
se desarrolla la planta (Bourgaud et al., 2001).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal.

Sida cordifolia L. fue colectada en el Departamento Central, Paraguay, en el mes de
abril de 2012. Un ejemplar fue depositado en el Herbario FCQ de la Facultad de
Ciencias Quimicas (R. Degeny A. Edwards3.763).

Obtencion de extracto etandlico de S. cordifolia.

Elmaterial vegetal fue secado desde el dia de su coleccion en estufa con aire circulante a
40°C por 5 dias, y luego triturado en un molino de cuchillas hasta consistencia de polvo
fino.

El procedimiento extractivo se realizd en frio, a fin de preservar los compuestos
termolabiles. Para ello, se extrajeron por maceracion 380g de material molido en un
recipiente de 2 L con 1,5 L de etanol de 96° durante 24 h. El proceso mencionado se
repitid 2 veces mas.

El extracto obtenido se concentrd, eliminandose el disolvente por medio de un
evaporador rotatorio de vacio obteniéndose 12,8g de extracto (rendimiento 3,37%)), el
cual fue empleado en los ensayos posteriores.

Obtencion de las fracciones por extraccion diferencial de pH.

En un recipiente se puso en contacto 288g de material vegetal molido con una solucion
de acido clorhidrico al 5% por 24 horas, repitiéndose el proceso por 2 veces mas. Del
extracto obtenido se tomaron voliimenes de 2L y se realizo el siguiente procedimiento
de extraccion de compuestos acidos con cada uno de ellos: se agregd el volumen
mencionado de extracto a un embudo de decantacion de 3 litros y se puso en contacto
con 400ml de cloruro de metileno, agitandose continuamente por 2 minutos para luego
dejar reposar hasta separacion de las fases. Una vez separadas las fases se decanto la
fase diclorometanica y se concentro llevandose a sequedad con un evaporador rotatorio
cuyo bafio se encontraba a una temperatura de 40°C, el mismo proceso se repitio 2 veces
mas. Al final del proceso de extraccidbn se obtuvieron 205mg de extracto
denominandose a lamisma fraccion acida.

Alafase acuosaremanente se le agregd una solucion de hidroxido de sodio al 30% hasta
alcanzar un pH de 9 medido con papel indicador. Posteriormente se pudo en contacto la
fase acuosa alcalina con 400ml de diclorometano, agitandose continuamente por 2
minutos para luego dejar reposar hasta separacion de las fases.
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Una vez separadas se decanto la fase diclorometanica y se concentrd llevandose a
sequedad en un evaporador rotatorio cuyo bafio se encontraba a una temperatura de
40°C, el mismo proceso se repitid 2 veces mas. Como resultado de esto se obtuvieron
112 mg de extracto concentrado el cual se denomind fraccion alcalina.

Finalmente se procedi6 a la obtencion de la fraccion de sustancias insolubles en medio
acido o basico. Para ello, se puso en contacto la solucion acuosa alcalina obtenida por el
proceso anterior con 400 ml de acetato de etilo en el mismo embudo de decantacion, se
agitd constantemente por 2 minutos para luego dejar reposar hasta la separacion de
fases, la fase organica fue separada y el proceso se repitié 2 veces mas. Posteriormente,
las fases organicas fueron reunidas y concentradas en un evaporador rotatorio cuyo
bafio se encontraba a una temperatura de 45°C. Al final del proceso se obtuvo 265 mg de
la que se denominé fraccion neutra.

Analisis fitoquimico preliminar.

El extracto crudo fue analizado empleando la metodologia descrita por Sanabria-
Galindo (1.983). Para ello se realizan reacciones de coloracion y/o precipitacion,
empleando reactivos especificos para poner de manifiesto determinados grupos de
metabolitos secundarios, asi como cromatografia en capa fina. Ello permite determinar
la presencia de alcaloides, flavonoides, esteroides y/o triterpenoides libres,
naftoquinonas y/o antraquinonas, taninos, saponinas, cumarinas, cardiotonicos y
lactonas terpénicas.

Determinacion de la actividad antibacteriana.
Para ello se utilizo el método de Sarker e al. (2007) modificado.

Material empleado.

Se emplearon placas estériles de plastico de 96 pocillos (SterilinLimited, UK). Como
medio de cultivo se empled caldo MuellerHinton (HiMedialLaboratoriesPvT. Ltd,
India) preparado de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Microorganismos utilizados para el ensayo.

Para la determinacion de actividad antimicrobiana fueron utilizadas cepas de
Escherichia coli (American Type Culture Collection, ATCC 35218), Bacillus subtilis
(Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo, CECT 39), Staphylococcus aureus (ATCC
25923)y Pseudomonas aeruginosa (CECT 108) los cuales estaban mantenidos a -20°C
en caldo nutritivo con glicerol al 15%. Una pequeia porcion se tomo en forma asépticay
se introdujo en un tubo con tapa rosca que contenia 15 mL de caldo MuellerHinton y se
incubd durante 24 h a 36+1°C. Después de transcurrido este tiempo, la suspension
bacteriana fue diluida con solucion fisioldgica estéril a la escala de McFarland 0,5 por
medio de un Turbidimetro (AN2100, HachCompany, USA) de manera a obtener una
densidad de aproximadamente 10° UFC/mL.
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Las hileras exteriores de las placas fueron llenadas con solucion fisiologica estéril, con el
objeto de impedir la desecacion de las suspensiones en los pocillos. Una cantidad adecuada
de los extractos fue pesada y se disolvio en suficiente DMSO (Anedra, Argentina) de tal
manera que la concentracion final de DMSO fuera del 10% en la solucion final. Aesto se le
agregd caldo MuellerHinton en cantidad suficiente para alcanzar una concentracion de
10,0 mg/mL. De esta suspension se tomaron 100 pL y se colocaron en los pocillos de la
primera hilera de cada placa en duplicado. A todos los demés pocillos se adicion6 50 pnL. de
caldo MuellerHinton, excepto las dos tltimas hileras, que contenian 50 pL de caldo con
10% de DMSO 1y que se reservaron para los controles de crecimiento positivo y negativo.
Se tomaron 50 pL de los pocillos de la primera hilera con una pipeta multicanal y se
realizaron diluciones seriadas, de tal manera que cada pocillo tuviera 50 pL de extracto a
ensayar en concentraciones descendentes. Los 50 pL sobrantes de la tltima dilucion
fueron descartados. A continuacion a todos los pocillos se adiciond 40 pL. de medio MH y
luego 10 pL de suspension microbiana, excepto la ultima hilera, que se destind para el
control de crecimiento negativo, a la cual solo se afiadi6 50 pL de medio pero no
microorganismo. El volumen final contenido en cada pocillo fue de 100 uL.. Se emple6 una
placa completa para cada microorganismo utilizado. Las concentraciones ensayadas
estuvieron en elrango de 5,0 20,04 mg/mL.

Las placas fueron cubiertas con lamina de polietileno para impedir la desecacion de las
suspensiones ¢ incubadas durante 24 h a 36:+1°C, al cabo de las cuales a cada pocillo se
adicionaron 10 pL de solucion de resazurina en agua estéril (6,75 mg/mL, Sigma, St.
Louis, MO, USA) y se volvieron a incubar durante 1 h. Pasado ese tiempo, las placas
fueron examinadas visualmente. El cambio de color del azul al rosa fue registrado como
crecimiento microbiano positivo. Cada placa tenia una hilera de control de crecimiento
positivo (DMSO-+medio+microorganismo) y un control negativo (DMSO-+medio). La

concentracion mas baja que no evidencid crecimiento microbiano fue tomada como la
CML

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el analisis fitoquimico preliminar se muestran en la
Tabla 1.

De acuerdo a lo observado, se evidencia la presencia de alcaloides, esteroides y/o
triterpenoides libres y flavonoides. A diferencia de los resultados descritos en la
literatura no se han encontrado saponinas en el extracto etandlico de S. cordifolia
.(Reddyetal.,2012).

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad antibacteriana se presentan
enla Tabla 2.

13



ROJASIANA Vol. 12 (1-2) 2013: 9-16

Tabla 1. Analisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico de Sida cordifolia

Compuestos Prueba realizada Resultados

Alcaloides totales Dragendorff (+t)
Mayer (+)
Valser (+)
Reineckato de amonio (+++)

Esteroides y/o triterpenoides libres TLC, Licbermann - (++)
Burchard

Flavonoides Shinoda (+)

Naftoquinonas y/o antraquinonas Borntrager - Kraus (-)

Taninos Gelatina - Sal (-)

Saponinas Espuma (-)

Cumarinas CCF, Hidroxamato (-)
férrico

Cardiotonicos CCF, Raymond, (-)
Vainillina

Lactonas terpénicas CCF, Raymond (-)

(+++): Precipitado abundante o coloracion intensa
(++): Precipitado o coloracion intermedia

(+):  Precipitado o coloracion leve

CCF: Cromatografia en capa fina

Tabla 2. Actividad antibacteriana del extracto etanolico y fracciones de Sida cordifolia

Extracto Microorganismo Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI)

Etandlico bruto S. aureus > Smg/mL

P. aeruginosa Smg/mL

B. subtilis > Smg/mL

E. coli Smg/mL
Fraccién alcalina S. aureus Smg/ml

P. aeruginosa 2,5mg/ml

B. subtilis Smg/ml

E. coli Smg/ml
Fraccion acida S. aureus Smg/ml

P. aeruginosa 1,25mg/ml

B. subtilis 2,5mg/ml

E. coli 2,5mg/ml
Fraccion neutra S. aureus > Smg/mL

P. aeruginosa Smg/ml

B. subtilis > Smg/mL

E. coli > 5Smg/mL
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Los resultados de la actividad antibacteriana muestran que la fraccion acida es la mas
activa, sobre todo frente a P. aeruginosa, con un valor de CMI de 1,25 mg/mL. Esta
fraccion también demuestra mayor actividad que las demas frente a B. subtilis y E.coli.

No hay diferencias entre la actividad de esta fraccion y la alcalina frente a S. aureus,
mostrando ambas una CMI de 5 mg/mL. La fraccidon neutra no mostro actividad excepto
frente a P, aeruginosa. El extracto crudo muestra actividad sélo a la concentracion més
alta empleada frente a P. aeruginosa y E. coli. De acuerdo con estos resultados, los
compuestos responsables de la actividad son sustancias de naturaleza acida. Dado que
en el ensayo fitoquimico preliminar se observo la presencia de flavonoides y también
terpenoides, entre los cuales se encuentran sustancias acidas, puede estimarse que estas
podrian ser responsables de la actividad, pero esto debe ser confirmado con el
aislamiento de los componentes de la fraccion y evaluacion de su actividad
antimicrobiana en forma individual, asi como la determinaciéon de su estructura
quimica. Los datos muestran ademas que el microorganismo mas sensible es P,
aeruginosa, lo cual concuerda con lo publicado por Reddy et al., (2012). Estos
resultados son muy importantes porque este microorganismoes responsable de buena
parte de las infecciones hospitalarias y ademas existen cepas resistentes a varios de los
antibacterianos empleados actualmente.

En conclusion, el extracto etanolico de la parte aérea de S. cordifolia colectada en
Paraguay muestra la presencia de alcaloides, esteroides y/o triterpenoides y flavonoides
pero no saponinas, como ha sido descrito en la literatura. El mencionado extracto
presenta actividad solo frente a P. aeruginosa 'y E. coli con una CMI de 5 mg/mL. Sin
embargo, entre las fracciones, la acida muestra mas actividad que el extracto crudo,
demostrando que los compuestos presentes en el mismo son los principales
responsables de la accion antibacteriana de S. cordifolia. P. aeruginosa es el
microorganismo mas sensible conuna CMI de 1,25 mg/mL.
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