REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA

UNIVERSISDAD DE LOS ANDES

UNIVERSIDAD .
DE LOS ANDES FACULTAD DE FARMACIA'Y BIOANALISIS

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y
BIOANALISIS

“Dr. Alfredo Usubillaga del Hierro”

COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
LOS EXTRACTOS DE Sambucus mexicanus.

Trabajo Especial de Grado presentado como requisito para optar al Titulo de
Licenciado en Bioanalisis

Tutor:

Bachiller:
Dra. Rosa L. Aparicio Z.

Lozano Lisbeth
Co-tutor:

C.I: 18.641.000
Dr. Luis B. Rojas F.

Meérida, Julio de 2019



AGRADECIMIENTOS

Primeramente Agradecida con Dios por permitirme este gran logro y por darme la
satisfaccion de haber estudiado en la mejor universidad.

A la Universidad de Los andes por abrirme sus puertas y resgurgarme en sus aulas,
dejando en mi una huella imborrable, muchas gracias.!

A mi Tutora Dra. Rosa Aparicio por ayudarme en el desarrollo de este proyecto por
la paciencia y compresion, muchas gracias.

A mis Padres por darme la vida y estar alli cuando mas los necesite, por cuidar de mi
hija, espero algun dia retribuir un poquito de todo lo que han hecho por nosotras. Mil
Gracias! jLos Amo!.

A mi Esposo Howard por siempre tener una palabra de aliento en los momentos
dificiles, por siempre estar alli cuando més te necesite, por el amor, la comprension y
la pasciensia. Te amo!

A mis hijos amados Milibeth, Adrian y Francisco, por la compresion, por
esperarme y por ser motivo de inspiracion para seguir adelante. Los amo!

A mi Tio Juan por su apoyo incondicional por sus llamadas, que de alguna forma me
inspiraron a seguir luchando, Gracias Tio!

A mis hermanos Janeth y Eduardo gracias por todo el apoyo brindado.

A la Familia Beltran Palomino por su apoyo Yy colaboracidn, sin ustedes este logro
no hubiese sido posible. Un millon de Gracias!

A mis Compafieras Rosana, Rosa, Lilibeth, Osmary, Heidy y Andreina gracias por
toda la colaboracion y por los momentos compartidos. Mil Gracias!

A Todas a quellas persona que participaron en este logro a los que siguen estando
presente y a los que ya se fueron a una mejor vida. Mil Gracias.!

No ha sido sencillo el camino hasta ahora, pero gracias a su aporte de lograr esta meta

se ha notado menos. Les agradezco y hago presente mi gran afecto hacia ustedes.

ﬁi&cﬁa& Z%racz’a&. /



INDICE DE CONTENIDO

RESUMEN
INTRODUCCION
CAPITULO I: EL PROBLEMA
Planteamiento del Problema
Justificacion e Importancia de la Investigacion
Obijetivos de la Investigacion.
Objetivo General
Obijetivos Especificos.
Alcances y limitaciones
Alcances de la Investigacion
Limitaciones de la Investigacion

CAPITULO II: MARCO TEORICO
Trabajos Previos
Antecedentes Historicos

Bases Teorica
Taxonomia
Descripcion de Familia Adoxaceae

Descripcion del Sambucus mexicanus

Nombre Comunes

Especies comunes del Genero Sambucus
Composicion Quimica del Sauco (S. mexicanus)
Usos de Sambucus mexicanus

Toxicidad del Sauco (S. mexicanus)
Metabolitos Secundarios

Extractos

Extractos Fluidos

Extractos Firmes
Extractos Secos

Extractos Blandos
Crioextractos

O 00O OO UTUTOTL A~ WWEL

-
o

e ol
N NN

e N
o A W W N

el
o oo

NN
w N

23
23

23
24



Analisis Quimico de los extractos de S. mexicanus

Screening Fitoquimicos
Tecnicas Cromatograficas
Bacterias
Bacterias Gram positivas
Bacterias Gram negativas
Tecnicas para Determinar la Actividad Antibacteriana
Resistencia Bacteriana
Sistema de Hipotesis
Operacionalizacion de las variables

CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Disefio de Investigacion
Poblacion y Muestra

Técnica e Instrumentos de Recoleccion de Datos

Sistema de variables
Materiales y Metodos
Recoleccion de la planta
Preparacion del Material Vegetal
Obtencion de los Extractos de S. mexicanus
Separacion e identificacion de los componentes de los Extractos
Hexanolicos y Etanolicos de S. mexicanus
Cromatografia Gases-Masas de los Extractos Hexanolicos de
las Hojas, Tallos y Flores de S. mexicanus
Screening Fitoquimico de los extractos etanolicos de las
Hojas Tallos y Flores
Determinacion de la Actividad Antibacteriana de lo Extractos
Hexanolicos y Etanolicos de las Hojas de S. mexicanus
Preparacion de las Muestras
Microorganisnos a Evaluar
Preparacion de las Placas
Preparacion de los inoculos bacterianos
Inoculacion
Incubacion

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES
CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

REFERENCIAS BIBLIOHEMEROGRAFICAS
ANEXO

24

24
25
28

28

30
31
32
32
33

34

34

34
36

35

36
37
37
37
37

39

39

39

41

41
41
41
42
42
42

43
55

57
64



INDICES DE TABLAS

Tabla N° 1. Nombre Comunes del Sauco Segun el Pais.

Tabla N° 2. Operacionalizacion de las variables Independiente vy
Dependiente

Tabla N° 3. Caracteristicas fisicas de los extractos Hexanolicos de S.
mexicanus

Tabla N° 4. Caracteristicas fisicas de los Extractos Etanolicos de S.
mexicanus

Tabla N° 5. Componentes quimicos de los Extractos Hexanolicos de las
Hojas, Tallos y Flores de S. mexicanus, analizados mediante
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas.

Tabla N° 6. Resultados del Screening Fitoquimico de los Extractos
Etanolicos de las Hojas, Tallos y Flores.

Tabla N° 7. Resultados de la Actividad Antibacteriana de los Extractos
Hexanolicos de las Hojas de S. mexicanus

Tabla N° 8. Resultados de la Actividad Antibacteriana de los Extractos
Etanolicos de las Hojas de S. mexicanus

Vi

14
34

44

44

45

48

51

52



INDICES DE FIGURAS

Figura N° 1. Planta de Sambucus mexicanus
Figura N° 2. Algunas estructuras quimicas del Sambucus mexicanus
Figura N° 3. Algunos Alcaloides Presentes en Especies vegetales

Figura N° 4. Algunos Triterpenos Identificados en Especies vegetales

Figura N° 5. Algunos Tipos de Saponinas Presentes en Especies vegetales
Figura N° 6. Algunos Compuestos Fénolicos Identificados en Especies
vegetales

Figura N° 7. Algunos Cumarinas Presentes en Especies vegetales

Figura N° 8. Algunos Quinonas identificadas en Especies vegetales

Figura N° 9. Algunos Tipos de Flavonoides Presentes en Especies vegetales
Figura N° 10. Representacion del Cromatografo de Gases

Figura N° 11. Cromatografo de gases modelo 6890 acoplado a un
espectrometro de masas modelo 5973 marca Hewlett Packard

Figura N° 12. Diferencias en la Estructura de la Pared Celular entre
microorganismos Gram positivos y Gram negativos.

Figura N° 13. Concentracion Inhibitoria Minima

Figura N° 14. Variable Independiente y dependiente de la Investigacion
Figura N° 15. Procedimiento de la obtencion de los Extractos a traves del
Método a Reflujo

vii

13
16

20
21
21
22

22
23
23
28

29

30

32
37
39



INDICE DE GRAFICOS

Grafico N° 1. Cromatograma general de el Extracto Hexanolico de las
Hojas con las Estructuras de los Compuestos mayoritarios
Grafico N° 2. Cromatograma general de el Extracto Hexanolico de las
Tallos con las Estructuras de los Compuestos mayoritarios
Grafico N° 3. Cromatograma general de el Extracto Hexanolico de las
Flores con las Estructuras de los Compuestos mayoritarios

viii

50

50

51



M 9 UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA'Y BIOANALISIS

DE LOSANDES ESCUELA DE BIOANALISIS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES DE LA FACULTAD DE FARMACIA'Y
BIOANALISIS

“Dr. Alfredo Usubillaga del Hierro”
Composicion quimica y actividad antibacteriana de los Extractos de Sambucus
mexicanus
Mérida — Venezuela
Trabajo de Grado
Realizado por:
Br. Lisbeth Lozano
C.1: 18.641.000
Tutora: Dra. Rosa L. Aparicio Z.
Co-Tutor: Dr. Luis B. Rojas F.
RESUMEN
En el presente escrito se describe la composicién quimica y actividad antibacteriana de los

extractos hexanolicos y etanolicos obtenidos de las hojas de Sambucus mexicanus. Los
extractos se obtuvieron por el método de Extraccion a Reflujo, a una temperaura de 50 °C.
Los extractos hexanolicos se analizaron por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG-EM), siendo los compuestos mayoritarios Escualeno (50,62 %) y Fitol (40,26
%) en el extacto de las hojas, mientras en los tallos los mayoritarios fueron escualeno (78,19
% y vitamina E (14,37 %) y en las flores se encontraron mayormente tricosano (16,20 %) y
acido hexadecanoico (12,72 %), asi mismo en el Screening fitoquimico de los extractos
etandlicos de las hojas, tallos y flores de S. mexicanus se observo los siguientes nucleos:
compuestos  fenolicos, flavonoides,triterpenos,taninos y alcaloides. La actividad
antibacteriana se evalu6 mediante el método de difusion en agar con discos frente a
microorganismos (S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae y P aeruginosa). Los
Extractos Hexanolicos de las hojas inhibio el crecimiento de S.aureus, E. coli y K.
pneumoniae a una concentracion de 250 ppm, mientras el extracto etanolico de las hojas ya
que inhibio a E. coli a una concentracién de 125 ppm. Este es el primer estudio de
identificacion y actividad antibacteriana de extractos de S. mexicanus en Venezuela.

Palabras claves: Sambucus mexicanus, Actividad Antibacteriana, Extracto.



INTRODUCCION

A lo largo de la historia las enfermedades infecciosas han sido azotes para la
humanidad, causando con frecuencia estragos en poblaciones mas wvulnerables,
especialmente en nifios. Algunos factores predisponentes como medidas higiénicas,
condiciones ambientales y de saneamiento favorecen la aparicion de estos
microorganismos responsables de infecciones graves. El orden Dipsacales es un
grupo de distribucién mundial de plantas generalmente herbaceas o arbustivas que se
compone de 2 familias y mas de 1700 especies (Boluda, 2013). Dentro de este grupo
extenso de plantas se encuentra el saluco que es un arbusto con caracteristicas
botéanicas, composicion quimica y sustancias activas, que ofrece las condiciones para
ser aprovechado con fines medicinales, alimenticios, ornamentales, artesanales y para

suplementacion animal (Grajales y col, 2015).

El andlisis de los extractos hexanolicos de Sambucus mexicanus se realizd por la
técnica de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masa (CG/EM), el
analisis de los extractos etanolicos se realizO mediante pruebas cualitativas y la
actividad antibacteriana fue medida en presencia de bacterias Gram Negativas y

bacterias Gram positivas, por el método de Difusion en Disco.

Se presenta una serie de capitulos en las cuales se desarrolldé lo siguiente: en el
Capitulo I: se describe de manera muy amplia el planteamiento del problema,
conjuntamente con la justificacion de la investigacion y para culminar este capitulo se
definen el objetivo general y los objetivos especificos. En el Capitulo 11, se encuentra
informacion de los trabajos actualizados realizados por otros autores, al que se
encuentra los antecedentes historicos y las bases tedricas donde se desarrolla una
serie de conceptos que sustenta la investigacion. En el Capitulo 111, se presentaran los

métodos y las técnicas desarrolladas, el tipo de investigacion evaluativa y el disefio de



investigacion es experimental, ya que se manipulan variables; al igual se
conceptualiza poblacién y muestra, con un enfoque a la investigacion, se especifica el
instrumento de recoleccién de datos, se operacionalizara las variable y se delimita el
sistema de variables. Para el Capitulo 1V se plasmaron los resultados, discusiones,

conclusiones y algunas recomendaciones para nuevas investigaciones.

Tomando en cuenta lo expuesto anteriormente, la investigacién tuvo como objetivo
Describir la composicion quimica y actividad antibacteriana de extractos de
Sambucus mexicanus obtenido en el Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis



CAPITULO |

EL PROBLEMA

El Planteamiento del Problema

Investigaciones realizadas en los ultimos afios, de acuerdo a lo expresado por la
Organizacion Mundial de la Salud, reflejan nuevos acontecimiento de afecciones
microbianas adquiridas a nivel mundial, asi como, el preocupante incremento de la
resistencia que estan presentando gran cantidad de microorganismos a los farmacos
usualmente usados, adicionalmente, la falta de nuevos descubrimientos por los
procesos tradicionales de sintesis quimica de posibles moléculas farmacolégicamente
activas de uso terapéutico y los efectos secundarios producto del uso incorrecto o
abusivo de algunos farmacos sintéticos. Todo esto, ha planteado una situacionn que

conlleva como resultado diversos dafios a la poblacion en general, en cuanto al
tratamiento de afecciones microbianas. En tal sentido, se ha generado un amplio
interés en la pesquisa de nuevas entidades terapéuticas o alternativas que nos
permitan solucionar este inconveniente. Por dicha problematica se ha implementado
el estudio fitoquimico y cromatografico de los extractos de las plantas para conocer
los metabolitos secundarios que la conforman (Evangelista y Moreno, 2016) y
estudiar si dichos compuestos presentan actividad antibacteriana que pudiera aportar
la solucién al problema planteado. De lo antes expuestos se deriva la siguiente
interrogante: ¢Cuan eficaz seran los extractos de Sambucus mexicanus obtenidos en el
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis en el periodo

comprendido entre septiembre de 2017 marzo de 2018?



Justificacion e Importancia de la investigacion

Las plantas medicinales representan un valioso recurso para tratar enfermedades, por
lo cual merecen un interés especial en la busqueda de medicamentos, porque recoge
el conocimiento trasmitido a través del tiempo por generaciones, en el tratamiento de
diferentes enfermedades; ademas, existe una probabilidad mucho mas alta de
encontrar compuestos activos contra diversas enfermedades (Calderén, 2011).

La resistencia de los microorganismos a gran variedad de antimicrobianos ha sido
originada por el uso de antibidticos sin prescripcion, el posponer el tratamiento y el
no contar con los recursos para la realizacion de antibiogramas para un mejor
tratamiento, por lo que provoca la creacion de mutaciones e intercambios genéticos

entre las diversas especies, generando una elevada resistencia (Torres, 2012).

Por esta razén se ha provocado una baja efectividad de los antimicrobianos antes los
diferentes microorganismos, dando origen a infecciones prolongadas, elevados
indices de mortalidad y el alto costo en el cuidado de la salud por lo que se hace
necesario indagar nuevas alternativas terapéuticas que sean accesibles, seguras, de
bajo costo y eficaces para que puedan actuar de forma directa sobre la actividad

antimicrobiana (Torres, 2012).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Describir la composicion quimica y actividad antibacteriana de los extractos de

Sambucus mexicanus
Objetivos Especificos

Reconocer cualitativamente los metabolitos secundarios del extracto etanolico

de las hojas, tallos y flores S. mexicanus mediante el screening Fitoquimico.

Identificar los Componentes Quimica del extracto de Hexano de las Hojas,
Tallos y Flores de S. mexicanus utilizando la Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG/EM).

Evaluar la Actividad Antibacteriana de los extractos de Hexano y Etanol de

las Hoja de S, mexicanus empleando el método de difusion en agar con disco.



Alcances y limitaciones

Alcances de la Investigacion

El alcance de una investigacion se relaciona con la profundidad del conocimiento
sobre el fendmeno de estudio. Establece la vision que posee el investigador para
lograr los objetivos. Del alcance depende la estrategia de investigacion, asi, el disefio,
los procedimientos y otros componentes del proceso serdn distintos en estudios con
alcances exploratorio, descriptivo, correlacional, o explicativo (Hernandez, Fernandez
y Baptista, 2010).

El alcance de esta investigacion, es decir, la profundidad del conocimiento que se
pretendio fue determinar la composicion quimica de los extractos hexanolicos y
etanolicos de la hojas, tallos y flores y evaluar actividad antibacteriana de los
extractos hexanolicos y etanolicos de las hojas de S. mexicanus. Especificamente, el
criterio de la evaluacion fue representado por la presencia de la actividad
antibacteriana de los extractos hexanolicos y etanolico de las hojas de S. mexicanus.
Por tal razon, se observo la presencia halos de inhibicién en sepas preestablecida
(Klebsiella pneumoniane, Echerichia coli, Pseudomona auriguinosa, Staphylococcus

aureus y Enterococcus faecalis).

Limitaciones de la investigacion

En el momento de efectuar una investigacion nos encontramos con algunos aspectos

que nos impiden su realizacion, una de las limitaciones mas relevantes en esta



investigacion es trasladarse hasta el lugar de recoleccion de la planta. Debido a que en
el casco central del estado Mérida su disponibilidad es escasa, por lo tanto es
necesaria la utilizacién del trasporte publico o un vehiculo para dicho traslado



CAPITULO II
MARCO TEORICO
Trabajos Previos

Mohammadsadeghi S., Malekpour A., Zahedi S., y Eskandari F. (2013), publicaron
un estudio titulado: La actividad antimicrobiana extracto del saico (Sambucus nigra
L.) contra bacterias grampositivas, gramnegativa El objetivo fue: determinar la
actividad antimicrobiana del extracto de bayas de Sambucus nigra contra algunas
bacterias grampositivas, bacterias gramnegativas y levaduras. El extracto metandlico
de bayas de Sambucus nigra L se estudio por sus actividades antibacterianas in vitro
mediante el método de dilucidn en agar. El extracto de baya inhibio el crecimiento de
Bacillus subtilis, Staphulococcus aureus, Pseudomona aeuriginosa, Salmonella Typhi
y Escherichia coli. También el crecimiento de Candida albicans fue inhibido por el
extracto crudo de bayas de Sambucus nigra. La concentracion inhibitoria minima del
extracto varié de 0,625 a 15 pg mL-1. El anélisis fitoquimico del extracto crudo de
esta planta medicinal revel6 la presencia de antocianinas, vitaminas A y C, asi como
una buena fuente de calcio, hierro y vitamina B6. También contiene esteroles, taninos
y aceites esenciales y se puede considerar como un alimento saludable. Sin embargo,
se necesita mas evidencia para sostener cualquier reclamo relacionado con sus valores
medicinales. Los resultados del presente estudio sugieren que Sambucus nigra L.
puede usarse en el tratamiento de enfermedades causadas por los organismos de
prueba. También se puede usar como un fuerte conservante de alimentos. Este trabajo
guardo relacion con la investigacion ya que los investigadores realizaron la actividad

antibacteriana del extracto de Sambucus nigra L.



Por otra parte, Ramirez R, Mojica D, Espitia M. (2015).En un estudio titulado:
Actividad antibacteriana de extracto de plantas provenientes del area rural de Soraca
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). Su objetivo es:
Evaluar la actividad antibacteriana de extractos metanolicos y diclorometanicos de
plantas (reportadas por la poblacion rural de Soracd-Colombia como tratamiento
empirico para las infecciones) contra SARM. Se utilizaron siete plantas para este
estudio. También se seleccionod segun la entrevista la parte de la planta a utilizar para
los ensayos de actividad antimicrobiana. Las plantas reportadas fueron: caléndula
(hojas y flores), Hinojo (hojas), Malva (hojas), Llantén (hojas), Sauco (hojas), Haba
(hojas) Y hierba mora (frutos). De los 16 extractos probados seis inhibieron al SARM
en concentracion de 10 mg/mL. Tales extractos tuvieron accion inhibitoria a 125
mg/mL. En lo que se concluyé que los seis extractos de las plantas que tuvieron
accion inhibitoria frente a SARM son fuentes potenciales de moléculas que deben ser
estudiadas mas a fondo con el fin de aportar al estudio de posibles alternativas contra

la resistencia bacteriana.

Mas tarde, Rodriguez, Zarate y Sanchez (2017) en un trabajo titulado actividad
antibacteriana de cuatro variedades de plantas frente a patdgenos de importancia
clinica en Colombia, cuyo objetivo fué evaluar la actividad antimicrobiana de los
extractos de las plantas Bauhinia sp., Sambucus nigra, Eichhornia crassipes y
Taraxacum officinale frente a patdgenos de importancia clinica.. La metodologia
incluy6 andlisis fitoquimico y se separaron las fracciones por cromatografia en capa
fina. Los microorganismos utilizados fueron Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae con presencia de
KPC, Providencia rettgeri con presencia de ESBLs, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus g-lisina y Candida
albicans. En los resultados se permiti6 comprobar la presencia de flavonoides,
terpenos, saponinas, fenoles, quinonas y alcaloides que han sido reportados con
actividad antimicrobiana. En los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana se

encontré que los extractos presentaban diversos grados de inhibicion frente a los



microrganismos de estudio, siendo el mas eficaz los tallos de T. officinale. En donde
concluyeron que los extractos vegetales podrian ser una alternativa de tratamiento
para infecciones nosocomiales.

En el mismo afio Agalar y col (2017), en un articulo titulado: Los componentes
Volatiles aceite esencial y extractos de las flores de S. nigra. En este escrito, los
autores se propucieron mostrar los compuestos de extracto hexanolico y aceite
esencial de las flores del sauco cultivadas en Kutahya, Turquia. Empleando el método
de microextraccion en fase solida (HSSEPME), para atrapar los componentes
volatiles en el extracto de hexano de las flores del sauco secas. Los componentes
volatiles en el aceite esencial de las flores de sauco fueron aislados por CG y CG-EM,
simultdneamente. En el extracto de hexano identificaron 30 compuestos volatiles que
repesentan el 84,4 % de la muestra, 0xido de cis-linalol (27,3 %) y hexanona (10,5
%), son los componentes principales del extracto de hexano. En el aceite esencial los
compuestos volatiles identificados fueron 55 que representan el 90,4 % del aceite,
heneicosano (18,8 %), tricosano (17,3 %), nonadecano (13 %) y pentacosano, fueron
los componentes principales del aceite. Por tal razon esta publicacion guarda relacién
con este escrito, ya que nos permitird corroborar los componentes del extracto

hexanolico de las flores de S. mexicanus.

Antecedentes Historicos

La historia de las plantas medicinales inicié desde el hombre se encontraba a nivel
nomada Yy recolector, antes de lograr una condicion social y cultural mas compleja,
este tuvo que acudir a lo que la naturaleza le brindaba y a través del método de
ensayo Y error, logré seleccionar lo que poseia, una accion real o imaginaria para
sanar o aliviar las sensaciones extrafias que le impedian efectuar arménicamente sus

actividades cotidianas (Rodriguez, 2008).

Las plantas de salco son conocidas por los humanos desde los tiempos del Neolitico.

Se recolectaban sus frutos, hojas, corteza y rizomas para ser consumidos como
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alimento o empleados en la preparacion de compuestos medicinales (Verberic y cols.,
2009).

Segun Font (1990), el sauco es una planta muy apreciada desde la antigliedad por sus
grandes virtudes alimenticias y medicinales, que el hombre se ha encargado de
expandir por todo el mundo. La palabra Sambucus es mencionada por Plinio, quien
sefiala que los instrumentos musicales mas sonoros eran elaborados con la madera de

la planta del Sauco.

En la religion cristiana se comenta que fue en el arbol del sauco donde se colgo Judas
y que inclusive la cruz del calvario estaba creada de madera del arbol del sauco (Font
Quer, 1990).

La especie Sambucus mexicanus es originaria de Europa, noroeste de Africa y
sudoeste de Asia, se introdujo en América, donde se encuentra desde México y Costa
Rica hasta Argentina (Sanchez y col., 2010). En Colombia es altamente cultivada
entre 1000 y 3000 msnm en bosques pre montafiosos y montafiosos (Alzate y col.,
2013) En Silicia ahuyentaban las viboras con él. En la baja Bretafia, cuando
limpiaban las camas de las vacas, usaban el sauco para alejar los sapos, las serpientes
y las salamandras y toda mala suerte que afectaba al hombre. El fruto de sauco es
aprovechado como un alimento, desde los tiempos neoliticos, debido a que lo usaba
para la elaboracion de vinos. Los espafioles lo llevaron al nuevo mundo, donde se
halla aclimatado en numerosos paises. Incluso en las alturas de los andes, donde el
clima es favorable a tantas plantas europeas (Font Quer, 1990). El nombre del genero
Sambucus proviene del término sambuca, antiguo instrumento musical muy utilizado
por los romanos y fabricado con la madera de esta especie. La palabra nigra se refiere

al color negro de los frutos maduros (Fonnegra y Jiménez, 2006).
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Bases Tedricas
Taxonomia

Dominio: Eukaryota.

Reino: Plantae.

Filum: Spermatophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Orden: Dipsacales.

Familia: Adoxaceae.

Geénero: Sambucus.

Especie: Sambucus mexicanus
(Boluda, 2013)

Figura N°1.Planta de la especie Sambucus mexicanus

Descripcion de Familia Adoxaceae

Familia cosmopolita, principalmente representada en Europa y America del Norte.
Solo se han descrito 4 géneros en centro América y sur América en las zonas sub-
tropicales y tropicales. Adoxaceae estd formada por setos o arboles pequefios, con
hojas opuestas simples, o imparipinnadas, con las estipulas modificadas en nectarius
extraflorales; en forma acampanadas o tubuladas, frecuentemente fragantes y por sus

frutos bayas o drupas (Gonzalez, 2009).
Descripcion de Sambucus mexicanus

El sauco es una arbusto de 2 a 4 m. de altura, sus hojas son compuestas y opuestas de
figura entre ovaladas y lanceoladas y miden de 5cm a 8 cm de longitud. Son muy
flexibles. Tienen un borde regularmente aserrado, (Reynel y Marcelo, 2009). Sus
flores tienen la corola de 4 a 5 mm de didmetro, y forman una estrellita de cinco
puntas que se desprenden y se caen con facilidad. El fruto es una baya de forma

globosa, jugosos y comestibles (Abella, 2000) de color negruzco cuando alcanza su
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completa madurez (Font Quer, 1990) y azul, lila o violeta en estado inmaduro
(Abella, 2000). Tienen de 3 a 6 semillas cada uno (Reynel y Marcelo, 2009). Las
ramas presentan el desarrollo de una médula, abundante y muy blanca (Font Quer,
1990).

Nombres comunes

En el presente cuadro se presentan los nombres comunes segin los paises se

encuentran:
PAIS NOMBRE COMUN
Alemania Flider, Holunder, Schwarzer Holuder
Espafia Sauco, Sauco Negro, Sabugo, Canillero
Francia Grand Sureau, Sambuquier, Sue, Sureau
Inglaterra Black Elder, Bour Tree, Elder, Elder Berry, European
Elder, Piper Tree
Italia Nebbi, Sambrugo, Sambuco, Salgo, Savucu, Zambuco
Portugal Biateiro, Sambuguiero, Saugu
Colombia Sauco, Tilo, Canillero, Layan y Rayan

Tabla N° 1. Nombres comunes del sauco segun el pais. Tomado y modificado de

Fonnegra y Jiménez, 2006 ;Sanchez y col., 2010.
Especies comunes del género Sambucus

De acuerdos a informaciones obtenidas de distintas fuentes, las especies mas
estudiadas han sido Sambucus nigra, Sambucus peruviana, Sambucus mexicana,

Sambucus candensis. En nuestro pais, las especies mas conocidas son:
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Sambucus canadienses

Arbol o arbusto de 3 - 8 m de altura, fuste de 10 - 20 cm de diametro, frondoso de
copa globosa; las raices méas superficiales son capaces de emitir brotes aéreos; y
follaje desfoliado en invierno, en el periodo de un afio, la especie alcanza su porte
arboreo. Las fases de floracion y fructificacion se dan entre los meses de septiembre a
febrero y enero a julio, respectivamente (Galindo, 2003).

Sambucus mexicanus

Arbol o arbusto pequefio de 2 - 4 m de altura de tronco torcido, frondoso, copa
globosa, follaje siempre verde y presenta floracion durante todo el afio. Tiene ramas
principales desde la base y la corteza externa del tronco es aspera (Galindo, 2003).
Ademas, esta especie, requieren de podas para dirigir su crecimiento y formacion de
estructura; tronco susceptible a la rotura porque la madera es débil; normalmente

resistente a las plagas (Gilman y Watson, 1994).
Sambucus peruviana

La especie Sambucus peruviana esta representada por arboles o arbustos,
normalmente de 3 a 6 metros de altura, llegando a alcanzar los 12 metros cuando se
encuentra en buenas condiciones, presenta un didmetro maximo de 40 cm, copa
globosa, frondoso, fuste recto y robusto, a veces se encuentra torcido, follaje siempre
verde claro y con flores blancas, sus tallos tiernos son poco resistentes debido a una
medula esponjosa; a medida que la planta envejece, el fuste se endurece de tal manera
que constituye una madera mas fuerte y utilizada en construcciones rurales (Pretell y
col. 1985).

Composicién Quimica del sauco (Sambucus mexicanus)

Entre las sustancias constituyentes del salco, estan los aceites volatiles y fito-
esteroles (Cruz y col. 2011). La flor del sauco contiene pequefias cantidades de una

esencia de consistencia grasosa, colina, materias tanicas y resinosas, azucares,
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mucilago, asi como los acidos mélico, valerianico y tartérico, y un glucésido nitrilico.
En las hojas se encuentra un glucoésido, la sambunigrina, que por medio de un
fermento parecido a la emulsina, produce glucosa, aldehido bencilico y una cierta
cantidad cianhidrico. En la corteza también existe en mismo alcaloide de las hojas, la
sambucina, el cual no ha sido estudiado todavia, y fitosterina, acido resinico,
flobafeno, materias tanicas, los acidos estearicos y miristico, con otras sustancias no
muy bien conocidas aun. Finalmente los frutos contienen alrededor de un 80 % de
agua, pentosanas, azucar invertido, un poco de aceite de salco, proteinas, acido
malico, tanino, etc. Cuando no han llegado a completar su madurez, contiene también
el mismo glucésido protector de cianhidrico (Figura 2) (Font Quer, 1990). Las flores
presentan principios activos como acido ascorbico, rutina, sitosterol, sambunigrina.

Los frutos maduros son ricos en vitaminas y minerales (Pahlow, 1985).

ZT

CH;

/
K

o Coiina
Sambunigrina

Figura 2. Algunas estructuras de la composicién quimica del Sambucus mexicanus
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Usos de Sambucus mexicanus
Usos tradicionales

El sauco es una planta con alto contenido de azlcar importante para tener en los
huertos y proporcionar sombrio tenue a los cultivos (Fonnegra y Jimenez, 2006), al
igual que se cultiva como planta ornamental y medicinal en climas templados y frios
(Alzate y col, 2013).

La madera de sauco es dura y resistente, cuando proviene de arboles maduros, se
utiliza como soporte de umbrales de casas de adobes, mangos de herramientas, lefia y
cercos (Pretell y col. 1985). El fruto es procesado industrialmente en forma de
mermeladas, licores, yogurt, jaleas, jugos, refrescos, proporcionandole valor agregado

y ganancias al poblador rural (Galindo, 2003).

Los ratones, topos y sabandijas son repelidos por hojas en cultivos (Fonnegra y
Jiménez, 2006; Abella, 2000). De igual manera, quemadas son insecticida, mientras
que la infusion se usa como repelente de mosquitos y rociada sobre las plantas sirve

como proteccion contra los pulgones y las orugas (Sanchez y col., 2010).
Usos medicinales

El saluco contiene diferentes compuestos quimicos, que proporcionan numerosa
propiedades terapéuticas y profilacticas por lo que se describe a esta planta como “un
botiquin completo” (Sanchez y col., 2010). Las flores y las hojas son las partes de la

planta usualmente mas utilizadas para uso medicinal (Diaz, 2003).

En las flores se encuentran principios activos que poseen propiedades
antiinflamatorias y se prescriben en problemas reumaticos, dolores musculares,
inflamaciones respiratorias, infecciones y gastritis (Pahlow, 1985). Sus flores son

preparadas en infusion para la tos (Font Quer, 1990). Se considera que la infusion de
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estas es usado para alteraciones nerviosas como el insomnio, la migrafia, los dolores

de cabeza (Fonnegra y Jiménez, 2006).

Las hojas tienen uso externo de piel y ojos, y como infusion (Laffita y Castillo, 2011)
es utilizado como sudorifico y un calmante de la tos (Font Quer, 1990). En coccidn,
se usa para hematomas, contusiones, torceduras y otras alteraciones de la piel como
heridas, quemaduras, inflamaciones, escaldaduras, eczemas, neuralgias, urticaria,
forinculos y hemorroides (Fonnegra y Jiménez, 2006). Las hojas poseen glucésidos
cianogénicos, que pueden producir la muerte al hidrolizarse en el tracto

gastrointestinal (por liberacion de cianuro) (Grajales y col, 2015).

Los frutos en combinacion con otras bayas del bosque son consumidos como
suplemento alimenticio dado su caracter antioxidante y diurético (Walz y Chrubasik,
2008). El zumo de las bayas se ha utilizado como purgante y se consume como
compota contra la tos y los resfriados (Pahlow, 1985), combinado con limon y miel
de abejas para la constipacion, dolor de garganta, gripes y bronquitis. Frescos y
maduros se usan como laxantes y adelgazantes; También se utilizan para la

elaboracién de vinos y junta a la corteza es (til para la hidropesia (Font Quer, 1990).

En lociones y compresas contra las machas del rostro de las embarazadas, En
enjuagues, para combatir las inflamaciones de las encias; en comprensas, para detener
la erisipela. (Font Quer, 1990). Purifica la sangre, elimina las impurezas de la piel y el

mal olor corporal (Pahlow, 1985).

La corteza es purgante y estimulante hepatico, emético, diurético y en uso topico
emoliente y al igual que la raiz se utiliza como diurética y emoliente (Fonnegra y
Jiménez, 2006).

El salco posee una serie de proteinas caracteristicas de las plantas, como las lectinas
y las proteinas inactivadoras de ribosomas, las cuales son proteinas estructurales, que
han sido estudiadas particularmente por su interés para aplicaciones en la

biomedicina, (Loaces, 2003). Por lo que en la actualidad se ha descrito sustancias
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que activan eficazmente el receptor nuclear PPARy (peroxisome proliferator-
activated receptor) que estimula la captacion de glucosa dependiente de la insulina,
esto abre la posibilidad de su utilizacién en la prevencién y el tratamiento de la
resistencia a la insulina (Christensen y cols, 2010).

El salco reduce la secrecion excesiva de mucosidad en los senos paranasales en
pacientes con sinusitis causada por bacterias. Otro beneficio medicinal es su
capacidad hipocolesterolémica y que el jugo de las bayas en ocasiones ha disminuido
la concentracion sérica de colesterol e incrementado la estabilidad de las lipoproteinas
de baja densidad (Laffita y Castillo, 2011).

Lopez y col (2016), en un estudio realizado en ratones demostraron que los extractos
hidroalcoholicos al 30 y 70 % presentan efecto mucolitico siendo mas efectivo en
alcohol al 70 %.

Toxicidad del Sauco (Sambucus mexicanus)

Las hojas y la corteza deben usarse con precaucion, se han observado en ocasiones
irritaciones en el estobmago Y el intestino. Por lo que a dosis altas, cualquier preparado
de las hojas, produce sofocacion, diarrea, dolor de cabeza, abundante sudoracion y
respiracion entrecortada y sibilante (Fonnegra y Jimenez, 2006). Las bayas inmaduras
no deben comerse porque son ligeramente toxicas. El jugo cocido es muy
recomendable, pero crudo ocasiona a veces nauseas, vomitos y diarrea (Pahlow,
1985). La Corteza no debe emplearse durante el embarazo, ya que es un purgante
muy fuerte (Ody, 1993).

Metabolitos secundarios

Entre los compuestos organicos podemos mencionar tanto a los metabolitos primarios
que se encuentran relacionados con el metabolismo esencial celular, como los
metabolitos secundarios que son los responsables de la actividad terapéutica (Carrion
y Garcia, 2010).

18



El metabolismo secundario de las plantas es originado en las rutas metabdlicas
béasicas, dando lugar a una diversidad de compuestos algunos de estos son
responsables de olores, colores de los vegetales, otros son responsables de virtudes
culinarias, medicinales o venenosas. Estos son acumulados en grandes cantidades en

las células vegetales o suelen ser excretados fuera de éstas (Carrion & Garcia, 2010).
Los metabolitos secundarios mas importantes extraidos de plantas son:

Alcaloides:

Son compuestos béasicos nitrogenados heterociclicos, constituidos por uno o mas
atomos de carbono que posee un mecanismo de accion mediante la interaccion entre
la pared celular y el ADN del microorganismo (Aricapa, 2009).

Figura N° 3. Algunos alcaloides presentes en especies vegetales.
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Triterpenos:

Son un tipo de grasas no saponificables que se forman por union de varias unidades
de isoprenos (Coy y cols, 2014), y pueden descomponerse a altas temperaturas
(Carrion y Garcia, 2010). Constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios, ya que la ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios que son de gran importancia para el

crecimiento y supervivencia de las plantas (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura N° 4. Algunos Triterpenos identificados en especies vegetales.
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Saponinas:

Su nombre se debe a sus propiedades jabonosas. Son estructuras formadas por
una parte glucosidica y una parte no glucosidica (aglicon) (Carrion y Garcia,

2010).

Figura N° 5. Algunos tipos de Saponinas presentes en Especies Vegetales
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Compuestos Fenolicos:

Las plantas producen una gran variedad de productos secundarios que contienen un

grupo hidroxilo en un anillo aromético, que les confiere una estructura fendlica
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(Carrion y Garcia, 2010). La mayoria de los compuestos fenolicos derivan de la
fenilalanina (Avalos y Pérez, 2009).

Figura N° 6. Algunos Compuestos Fenolicos identificados en Especies Vegetales.
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Cumarinas;

Son una amplia familia, que actian como agentes antimicrobianos y como
inhibidores de germinacion (Avalos y Pérez, 2009). Segun Carrion y Garcia, 2010
son derivados de la benzo-a-pirona, muchas de ellas son fendlicas, por lo que se
incluyen dentro de los compuestos fendlicos.

Figura N° 7. Algunas Cumarinas presentes en especies vegetales.
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Quinonas

Son compuestos aromaticos con dos grupos cetona insaturadas que por un proceso de

reduccion cambian a polifenoles (Carrion y Garcia, 2010). Gozan de una alta
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reactividad, formando complejos con los aminoacidos hidrofilicos de la proteina, en
su mayoria, inactiva la proteina logrando anular su funcion (Aricapa, 2009).
Figura N° 8. Algunas Quinonas identificados en especies Vegetales.
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Flavonoides

Contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un puente de
tres carbonos. De acuerdo a su grado de oxidacion se puede clasificar en antocianinas
(pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Sus principales funciones son la
defensa y la pigmentacion de la planta. Las antocianinas son flavonoides pigmentados
responsables de la mayoria de los colores de las flores y los frutos (Avalos y Pérez,
2009).

Figura N° 9. Algunos tipos de Flavonoides presentes en Especies Vegetales.

OH OH
R OH o
1 (@) RZ R,
OR;
OH o
OH O
Flavonoles
Flavonas

Extractos

Derivados de material vegetal desecado, generalmente concentrado de consistencia

solida, liquida o intermedia, se obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente
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en los liquidos extractivos de origen vegetal. Los extractos segun su consistencia y
concentracion de principio activo se clasifican en: extractos fluidos, secos, blandos y
los crioextractos (Carrion y Garcia, 2010).

Extractos Fluidos

Son sustancias con concentraciones determinadas de etanol, estan preparados de
forma que una parte de droga corresponde a una parte o dos partes del extracto fluido;
teniendo en cuenta que 85 partes de droga seca corresponden a 100 partes de planta
fresca. (Voigt, 1982)

Extractos Firmes

Su caracteristica especial es la de no adherirse a los dedos, se asemeja con la masa

que se fabrican las pildoras (Barreto, 1997)
Extractos Secos

Los extractos secos son aquellos que tienen una consistencia seca y son facilmente
pulverizables, se obtienen por evaporacion del disolvente y desecacion del residuo.
Los extractos secos no deben presentar un contenido de humedad mayor del
5 % (Voigt, 1982) Presentan una concentracion muy superior de principio activo que
la droga original, son preparados bastante estables y de facil manipulacion; como
liquido extractor se utiliza alcohol de diversa concentracion y agua (Carrion y Garcia,
2010).

Extractos Blandos

Tienen consistencia semisolida y las concentraciones de sus principios activos son
superiores a la de la droga original. El disolvente suele ser agua o mezclas
hidroalcoholicas. Los extractos blandos son poco estables y resultan dificiles de

manipular; por lo que se usan poco (Carrion y Garcia, 2010).
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Crioextractos

Se obtiene por la molienda de la droga vegetal correctamente desecada, sometida a
congelacion (-196 °C), a través de la inyeccién de nitrogeno liquido, de forma que los
principios activos no se veran modificados por la accion del calor desprendido en un
proceso de molienda y que dependiendo de la droga vegetal, puede llegar a ser hasta
70 °C (Castillo, 2007). Los crioextractos resultan muy caros, pero son muy Utiles para
la obtencion de proteinas y enzimas de ciertas especies (Carrion y Garcia, 2010).

Analisis Quimico de los Extractos Vegetales

Screening Fitoquimico

Las mismas consisten en elegir el solvente adecuados para la extraccion de la planta
de esa manera lograr una reaccion de color y precipitacion, la cual Unicamente
constituye una orientacion que debe ser interpretada (Calixto, 2006). Entre ellas
tenemos:

Alcaloides: EIl extracto seco es retomado con HCL al 10%, se mezcla y se filtra. La
fase acuosa es tratada por separado con los reactivos de Meyer, Dragendorff y Acido
yodoplatinico, débilmente basicos y sales cuaternarias de amonio (Albornoz, 2001).
Los resultados son registrados como abundante (+++), moderado (++), escaso (+),
negativo (-) (Dominguez, 1973).

Flavonoides: La reaccion de Shinoa consiste en desengrasar el extracto con éter de
petréleo. La sustancia alcohdlica es tratada con trozos de Mgy con HCI, la aparicion
de una coloracion roja al dejar reposar por 15 min indica la presencia de estos
componentes (Albornoz, 2001).

Taninos y compuestos fenolicos: Estos compuestos son detectados por una
coloracién parda que se produce en presencia de cloruro férrico al 1% (Marcano,
2001). Si luego tratamos el extracto crudo con solucion al 1% de gelatina en cloruro

de sodio. Al producirse un precipitado hay presencia de taninos (Albornoz, 2001).
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Antraquinonas: El extracto seco es tratado con KOH al 0,5 N, se filtra, se acidifica y
se mezcla con Benceno. La Capa organica se alcaliniza con hidréxido de amonio y
debe aparecer una coloracion roja si hay antraquinonas presentes (Albornoz, 2001).
Glucésido cianogenéticos: Se le agregan unas gotas de cloroformo al material fresco
macerado y se calienta en un tubo cerrado a una temperatura de 50-70 °C. Los
vapores desprendidos son puestos en contacto con un papel de filtro impregnado con
acido picrico en carbonato de sodio al 10 %. Al cabo de 2 horas debe aparecer una
mancha roja sobre el papel (Albornoz, 2001).

Saponinas: El extracto se disuelve en agua y luego se agita vigorosamente por 3-5
min. La aparicion de espuma con apariencia de panal de abeja por uno 30min, se
considera prueba positiva (Dominguez, 1973).

Cumarinas: en general, las cumarinas tienen fluorescencia azul cuando se les expone
a luz ultravioleta, solo aquellas que tienen el oxigeno en la posicion 7, presentan una
fluorescencia verde cuando son tratados con acido sulfurico (H2SO.). Las cumarinas
que tiene hidroxilo fendlico pueden copularse con las sales de diozonio derivadas del

acido sulfanilico o la p-nitronilina dando compuestos coloridos (Dominguez,1973).

Técnicas Cromatografias

Son técnicas que se fundamentan en la separacion de sustancias que se encuentran
presente en una mezcla compleja, entre dos fases inmiscibles, una moévil y otra
estacionaria. Las moléculas pertenecientes al soluto de la mezcla son retenidas por la
fase estacionaria y arrastradas por la fase movil, de modo que, si los componentes de
la mezcla presentan unidades diferentes por algunas de las fases, sus velocidades
medias de avance a lo largo del sistema seran diferentes. Entre ellos podemos
mencionar:

e Cromatografia de gases

e Espectrometria de masas

e Cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

(Lopez, 2008).
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Cromatografia de Gases (CG)

La cromatografia es un procedimiento fisico de separacion basado en la reparticion
de la muestra en dos fases. Una fase estacionara sumergida dentro de una columna.
Esta es la fase estacionaria puede ser un sélido o una delgada pelicula liquida que
recubre al sélido. Y una fase mdvil que consiste en un gas o un liquido que se

encuentra junto a la fase estacionaria (L6pez, 2008).

En la cromatografia de gases, la fase movil es un gas inerte, su separacion se basa en
las diferencias en los puntos de ebullicion y la temperatura de la columna. En la
cromatografia de gases, la fase movil se denomina gas transportador, ya que es un gas
inerte cuya finalidad es transportar las moléculas de la muestra a través de la
columna. Los adsorbentes, tales como carbon vegetal, gel de silice y tamices
moleculares, son las fases estacionarias en la CG de fase solida. Esta se utiliza
principalmente para la separacion de gases ligeros. Los liquidos organicos de alto
punto de ebullicién constituyen la fase estacionaria de la CG de fase liquida. La fase
liquida se extiende como una pelicula delgada sobre un sélido inerte llamado soporte
solido. La base para la separacion es la particion de la muestra dentro o fuera de esta
pelicula liquida. Si se puede encontrar una fase liquida que tenga solubilidad selectiva
para dos compuestos, entonces estos dos pueden separarse mediante cromatografia de

gases (Lopez, 2008).
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Figura N° 10. Representacion del Cromatografo de Gases. Fuente: No machine-
readable  author  provided. Dz assumed (based on  copyright
claims).(http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html), via Wikimedia Commons

Espectrometria de Masas:

Es la de mayor aplicacidn ya que es capaz de proporcionar informacion sobre:

e La composicion elemental de las muestras

e Laestructura de las moléculas inorganicas, organicas y bioldgicas.

e La composicién cualitativa y cuantitativa de las muestras complejas.
e Laestructuray composicion de superficies solidas.

e Lasrelaciones isotdpicas de &tomos de las muestras.

El andlisis por este método implica la transformacion de los componentes de una
muestra en iones gaseosos que se mueven rapidamente y se separa en funcion de su

relacion masas-carga (Skoog y col 2001).
Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM):

Esta técnica se ha convertido en una de las herramientas mas poderosas por su
exactitud, sensibilidad y reproducibilidad para el analisis de muestras organicas y
bioguimicas complejas. Se fundamenta en la separacion de compuestos volatiles
dependiendo de sus puntos de ebullicion. Al llegar al revelador, las moléculas del
analito son bombardeadas por electrones, rompiendo enlaces (en ocasiones no ocurre)

y formando fragmentos mas estables (Figura 11) (Lopez, 2008).
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Figura N° 11. Cromatografo de gases acoplado a un Espectrometro de masas (CG-
EM). Hewlet Parckard MSD modelo 5973.

Bacterias

Son microorganismos unicelulares con estructuras simples, sin Membrana nuclear,
Mitocondrias, aparato de Golgi ni Reticulo Endoplasmico que se reproducen por
division asexual. Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan su
ausencia estando dentro de la célula del hospedador (Murray, Rosenthal y Pfaller,
2017).

Las Bacterias de acuerdo a la Tincion de Gram se clasifican en: Bacterias

Grampositivas y Bacterias Gramnegativas
Bacterias Grampositivas

Poseen una pared celular gruesa que consta de varias capas y esta formada
principalmente por Peptidoglicano que rodea toda la célula. El peptidoglucano es una
membrana porosa que permite el paso de metabolitos a través de la membrana
plasmatica. La pared celular también posee otros componentes como proteinas, acido

teicoico, lipoteicoicos y polisacaridos complejos (Figura 12) (Murray y col, 2017).
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Figura N° 12. Diferencias en la estructura de la pared celular entre microorganismos
Gram positivos y Gram negativos. Disponible en:
http://biologiamedica.blogspot.com/2010/09/bacterias-gram-positivas-y-gram.html

Bacterias Grampositivas a ensayar :

Staphylococcus aureus es un coco grampositivo causante de enfermedades mediante
la produccion de toxina o a través de la invasion directa y la destruccion del tejido.
Las enfermedades mediadas por toxinas son: sindrome de la piel escaldada,
intoxicacion alimentaria, shock toxico. También produce algunas enfermedades
supurativas como: impeétigo (infeccion cutanea localizada que se caracteriza por la
presencia de vesiculas rellenas de pus sobre una base eritematosa), foliculitis,
forunculos, carbuncos, bacteremia, endocarditis, neumonia y empiema, osteomielitis,

artritis séptica (Tortora 'y col 2007).

Enterococcus faecalis Son cocos Gram positivos en forma de pares o de cadenas
cortas. Son inmoviles, anaerobios facultativos, no formadores de endosporas. En agar
sangre se observan colonias pequefias opacas y blancas, suelen presentar hemolisis o
no. Son catalasa negativos o, mas comunmente, débilmente positivos. Usualmente

fermentan la lactosa. Son exigentes nutricionalmente (Diaz y col, 2010).
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Bacterias Gramnegativas

Son mas complejas, debido a que su pared celular contiene dos capas en el exterior de
la membrana citoplasmatica. La pared celular no contiene ni &cidos teicoicos ni
lipoteicoicos y solo contiene un pequefio porcentaje de capa de peptidoglucano. En la
parte externa de la capa de peptidoglucano se encuentra la membrana externa que es
propia de las bacterias Gram negativas. El espacio periplasmico es el que estas
comprendido entre la superficie externa de la membrana citoplasmaética y la superficie
interna de la membrana externa (Figura 11) (Murray y col, 2009).

Bacterias gramnegativas a ensayar:

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo, fermentadores,
oxidasa negativos. Posen un lipopolisacarido que consiste en un polisacarido externo
somatico O, un nucleo polisacérido (antigeno comun) y el lipido A (endotoxina). Al
menos cinco grupos patdgenos pueden producir gastroenteritis ECET, ECEP, ECEA,
ECEH, ECEI; la mayoria produce infecciones en los paises en via de desarrollo,
aungque ECEH es una causa importante de colitis hemorragica (CH) y de simdrome
hemolitico urémico (SHU) (Tortoray col 2007).

Klebsiella pneumoniae son Bacilos Gram negativo de la familia de las
Enterobacterias, anaerobia facultativa, inmévil y usualmente encapsulada, se
encuentran ampliamente esparcida en el ambiente; en los seres humanos coloniza la

nasofaringe y el tracto gastrointestinal (Echeverri y Castafio, 2010).

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, mdvil por la presencia de
flagelos polares, es aerobio obligado, produce endotoxinas, fermenta la glucosa y
producen colonias mucoides. En un medio de agar sangre, las colonias presentan un
brillo metalico (Esnard y Diaz, 1997). Algunas de las enfermedades que puede
causar incluyen infecciones respiratorias, urinarias, de piel y tejidos blandos,

oculares, auditivos y también bacteremias y endocarditis (Murray y col ,2009).
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Técnicas para Determinar la Actividad Antibacteriana

Para la evaluacion y valoracion de la actividad antibacteriana de una sustancia de
origen vegetal se utilizan diversos métodos, los cuales se rigen de acuerdo a las

técnicas de ensayo, el método de cultivo, material biolégico y vegetal (Janssen, 1987)

A. Pruebas de difusién en agar. Sobre una superficie de un medio con agar se
extiende una concentracién estandarizada de bacterias, seguidamente se
colocan discos o tiras de papel filtro impregnadas con el antibidtico o
sustancia organica sobre la superficie del agar. Tras incubado toda lo noche
se observa el area de inhibicion del crecimiento que rodea las tiras o discos,
esto se debe a que el antibi6tico produce un gradiente de concentracion. el
tamafio del area de inhibicidn se corresponde con la actividad del antibidtico,
de forma que cuanto mas ancha es la zona que rodea al disco mas sensible es
el microorganismo (Murray y col, 2009).

B. Prueba de dilucion en caldo se preparan diluciones seriadas de un antibiético
en un medio con nutrientes y posteriormente se inoculan una concentracion
estandarizada de la bacteria en estudio. Tras incubarla toda la noche, la menor
concentracion de antibidtico que consigue inhibir el crecimiento de la
bacteria se llama la concentracion inhibidora minima (CIM) (Murray Yy col,
2009).

Figura N° 13. Concentracion Inhibitoria Minima. Disponible en:
http://www.sochinf.cl/sitio/templates/sochinf2008/documentos/2014/pre jornorte/Qu
e debemos%20saber del ATB.pdf
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Resistencia Bacteriana

Las bacterias han perfeccionado varios mecanismos para resistirse a la accion de los
antibidticos, el primero de ellos es por la colocacion una especie de bomba expulsora
que comunmente usan las bacterias para la excrecion de productos residuales o
toxicos, con la que puede eliminar ademas muchos de estos agentes antibacterianos
(Perez y Robles, 2013). El segundo, se realiza por medio de la disminucion de
permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o modificacién de los canales de
entrada (porinas) (Perez y Robles, 2013). El tercer mecanismo se realiza mediante la
produccion de enzimas inactivantes de los antibi6ticos. De tal forma son inhibidos los
aminoglucédsidos, el cloranfenicol por la acetil transferasa, y el caso mas comdn que
se refiere a las betalactamasas (Perez y Robles, 2013). Por dltimo, un grupo de
antibioticos que ejercen su accion contra las bacterias uniéndose las proteinas
esenciales para la sobrevivencia de ellas, produciéndose la resistencia cuando el
germen modifica la proteina diana, y modifica su funcion o produce enzimas distintas
(Perez y Robles, 2013).

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, existen varios tipos de resistencia (Perezy
Robles, 2013).

Natural o intrinseca: donde todas las bacterias de la misma especie son resistentes a
algunas familias de antibidticos, lo que les permite tener ventaja competitiva frente a
otras cepas y pueden sobrevivir en caso de que se emplee ese antibidtico.

Adquirida: se produce por medio de mutaciones donde se presentan cambios en la
secuencia de las bases de cromosoma, y por la transmisién del material genético
extracromosdmico proveniente de otras bacterias. De esta forma una bacteria es capaz
de adquirir resistencia a uno o varios antibiéticos sin la necesidad de haber estado en

contacto.

Sistema de Hipotesis

Estudios anteriores afirman que los componentes de algunas especies de

Sambucus presentan actividad antibacteriana, entre ellas el Sambucus mexicanus
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En cuanto, a lo antes expuesto y tomando en cuenta que la variabilidad genética,
ambiental, climatica son factores que pueden variar la composicién quimica de dichos
extractos es probable que los componentes obtenidos de los extractos de las hojas,
tallos y flores frescas de Sambucus mexicanus recolectadas en condiciones (clima,

altura, y suelos) distintas, presenten variantes en la proporcién de sus componentes

por lo que hubo una disminucion de su actividad antibacteriana.

Operacionalizacion de las variables

Variable Tipo Definicién Definicién
Conceptual Operacional Dimensiones Indicador
Composicion Son todos La composicion
quimica de los aquellos quimica se obtendra
. % de cada
Extractos E componente através de
hexanolicos O como terpenos, cromatografia de compuesto y su Libreria
. . | . i
y/o etanolico de % triterpenos, gases acoplado a Aesp pajeculgr Wiley
S mexicanus g cumarinas, espectrometria de yNIST
O saponinas, que masas.
rT'| conforman los
Z
extractos de
—
m Sambucus
mexicanus.
Actividad Es la capacidad Se determina e Sensible Tamafio del
Antibacteriana O que tiene una colocando discos halo de
de los extractos % sustancia de impregnados con el | ¢ Sensibilidad inhibicion del
hexanolicos y E inhibir o matar a | extracto hexanolico Intermedia crecimiento
etanolicos de O un agente y/o etanolico de S. . bacteriano
= ) e Resistente
Sambucus m patdgeno. mexicanus,
mexicanus 5 seguidamente se lee | o No sensible
m el antibiograma

Tabla N° 2. Operacionalizacion de la Variable Independiente y Dependiente (Lozano
& Aparicio, 2018)
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CAPITULO I
MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hurtado (2010), refirié que el tipo de investigacion guarda relacién con los niveles de
complejidad del proceso de investigacion. En tal manera que, se contemplan las
acciones directas de los investigadores y dichas acciones estan dirigidas a modificar
el evento en algun aspecto. El tipo de investigacion es evaluativa debido a que se
examinaran continuamente si los objetivos que se han sido planteado seran o no

alcanzados.

Disefio de Investigacion

Segun Fidias (2006), un objeto o grupos de individuos a determinadas condiciones
es sometido a estimulos o tratamientos (variable independiente), para observar los
efectos o reacciones que se producen (variable dependiente), esto se denomina disefio
experimental. De acuerdo a lo antes expuesto el disefio de la investigacion es
experimental ya que se manejé una variable dependiente (Actividad Antibacteriana
de los Extractos de S. mexicanus) y otra independiente (Composicion Quimica de los
Extractos Hexandlico y Etandlico de S. mexicanus), tomando en cuenta el lugar y
tiempo de recoleccion de la planta, ya que pequefios cambios genéticos y de habitat

modifican cualitativa y cuantitativamente su composicion.
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Poblacion y Muestra
Poblacion.

Se refiere al conjunto de elementos de los que se desea saber algo o investigar alguna
o0 algunas de las caracteristicas (Arias, 2006). Por lo tanto la poblacion investigada

incluye el género Sambucus.
Muestra.

Es un subconjunto representativo de la muestra (Arias, 2006). Con respecto a la

investigacion, la muestra seria: las hojas, tallos y flores Sambucus mexicanus.

Técnica e Instrumentos de Recoleccién de Datos

Segun Arias, (2006), la observacion consiste en visualizar, en forma sistémica
cualquier hecho, fenGmeno o situacion que se produzca en la naturaleza, en funcién
de objetivos preestablecidos. Con respecto a lo antes descrito la presente
investigacion estara relacionada con la observacién, debido a que serad percibido la
presencia un halo claro alrededor de discos impregnados de cada uno de los extractos
hexandlicos y etandlicos de las hojas de S. mexicanus. Dispuesto en placas
previamente inoculadas con bacterias como Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeuriginosa.

La lista de cotejo es herramienta en la que se va a indicar la presencia o no de un
aspecto o conducta que sera visualizada (Arias, 2006). En esta investigacion se utilizo
la lista de cotejo, por lo fue evidenciada la presencia o no de actividad antibacteriana

de los extractos hexandlicos y etandlicos de las hojas de S. mexicanus.
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Sistemas de variables

Variable independiente

En este caso la variable independiente es la composicion quimica de los extractos
obtenidas a partir de las hojas de Sambucus mexicanus, ya que dependiendo de las
concentraciones de dichos componentes puede variar la susceptibilidad

antimicrobiana.

Variable dependiente
La actividad antibacteriana es una variable dependiente debido a que esta puede
aumentar o disminuir de acuerdo con las proporciones de los compuestos de cada uno

de los extracto de las hojas.

Variable Variable
Independiente Dependiente

Composién Quimica de
los Extractos
Hexandlicos y Etandlicos
de S. mexicanus

Actividad Antibacteriana
de S. mexicanus

Figura N° 14. Variables Independiente y Dependiente de la Investigacion
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Materiales y Métodos

Recoleccién de la Planta

Las hojas frescas de S. mexicanus. se recolectaron en la localidad de Nueva Bolivia
Sector Francisco de Miranda Mérida edo. Mérida; cuya planta fue identificada y
examinada por el Ing. Juan Carmona. La recoleccidn se realizé en el mes de Marzo
del 2017.

Preparacion Previa del Material Vegetal

La planta recolectada obtuvo un peso neto de 1350 g, el cual fue llevado a estufa a 37

°C durante 2 semanas aproximadamente.

Luego de transcurrido el tiempo de secado de la muestra vegetal fueron trituradas
con un mortero de madera, posteriormente el peso obtenido es de 140,68 g (Hojas),
41,07 g (Tallos) y 7,81 g (Flores).

Obtencion de los Extracto de S. mexicanus

Extractos Hexanolicos de Hojas, Tallos y Flores de S. mexicanus: EIl solvente
usado es Hexano. En la preparacion del extracto de hojas, tallos y flores de S.
mexicanus, se usaron 100 g (hojas), 41,07 g (tallos) y 7,81g (flores) secas trituradas
con 600 mL (hojas), 150 mL (tallos) y 50 mL (flores) del solvente antes mencionado.
Estas mezclas fueron llevadas al sistema de reflujo durante una hora a una
temperatura de 50 °C, culminada la hora se filtraron y se llevaron al Rotavapor para
separar el solvente del soluto. Con el material que fue filtrado se le adiciona mas
solvente 100 mL (hojas), 30 mL (tallos) y 10 mL (flores) y se repite la extraccion.
Finalmente, se dejo reposar por aproximadamente una semana para que el solvente se
evapore completamente dando como resultados 3,6 g (hojas), 0,49 g (tallos) y 0,19 g

(flores) de extracto puro.
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Extracto etanolico de Hojas, Tallos y Flores de S. mexicanus: En este
procedimiento fueron utilizados el material resultante de la preparacién del extracto
hexanolico. En la elaboracion de los extracto se usaron 100 mL (hojas), 50 mL
(tallos) y 50 mL (flores) de etanol. Al igual que los extractos anteriores fueron
llevados al sistema de reflujo por una hora, para luego ser filtrados y llevados a
rotavapor (Figura 20). Este paso fue repetido con el material filtrado por una hora
para obtener mejores resultados. Transcurrido el tiempo se deja reposar al igual que
los extracto hexanolicos para obtener 11,8 g (hojas), 2,1 g (tallos) y 0,8 g (flores) del

extracto etanolico puro.

Figura N° 15. Procedimiento de la Obtencion de los Extractos a través del Método a
Reflujo

La obtencién de los extractos fueron realizados en el laboratorio “A” de Productos
Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis

bajo la asesoria de la Dra. Rosa Aparicio.
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Separacion e identificacion de los componentes de los extractos Hexanolicos y
Etandlicos.

Cromatografia de Gases-Masas de los Extractos Hexanolicos de las Hojas , Tallos
y Flores: se realiz6 en un cromatografo de gases modelo 6890 acoplado a un
espectrometro de masas modelo 5973 marca Hewlett Packard (Figura 10), equipado
con columna de fenil-metilpolixilosano (HP-5) de 30 m de longitud, se prepard una
solucion de 5 mg del extracto puro en 1 mL hexano. El programa de temperatura se
realizé con una temperatura inicial de 100 °C, siguiendo con intervalos de 10 °C por
minuto hasta una temperatura final de 300 °C (10 min), el tiempo de andlisis fue de
40 minutos, con un split de 1:1. La identificacion de los componentes de cada uno de
los extractos se realizd mediante comparacion computarizada de los espectros de

masas obtenidos con los datos de la Libreria Wiley (6ta edicion) y NIST.
Screening fitoquimico de los Extractos Etanolicos de Hojas, Tallos y Flores:

A los extractos etanolicos obtenidos se le realizaron los ensayos correspondientes al
tamizaje fitoquimico con el objetivo de determinar de forma cualitativa los grupos de
metabolitos secundarios, teniendo en cuenta la metodologia propuestas por Miranda y

Cueller (2000). Los metabolitos secundarios analizados Fueron:

o Presencia de Alcaloides: se usaron pequefias porciones de los extractos
etanolicos de Hojas, tallos y flores de la planta S.mexicanus, llevandolos a
Bafio de Maria aproximadamente por 1 hora. Pasado el tiempo se le agrego 2
mL de Acido Clorhidrico (HCL al 5 %), seguidamente se filtrd y se dividio en
tres tubos, por Gltimo se le agrego 3 gotas a cada tubo de los reactivos de
Mayer, Dragendorff y Wagner. Este procedimiento fue realizado bajo

campana de flujo laminal.

o Determinacion de Triterpenos: el extracto fue dispuesto en un tubo seco y

se le agrego diclorometano hasta cubrirlo completamente, se mezcld y se le
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agrego 0,5 mL de anhidrido acético y 2 gotas &cido clorhidrico (HCL)

concentrado.

Reconocimientos de taninos y compuestos fenolicos: a los extractos se le
adicionaron algunas gotas de cloruro férrico al 1 % para evidenciar
compuestos fendlicos. Por otra parte para la identificacién de taninos se usé
una solucion de gelatina al 1 % con agua tibia.

Determinacién de Flavonoides: en la ejecucién de esta prueba fueron usadas
ciertas cantidades de los extractos etanolicos de hoja, tallos y flores de S.
mexicanus, agregandole 2 gotas de HCL concentrado y virutas de magnesio
metalico (Reaccion de Shinoda).

Identificacion de Saponina: se prepararon soluciones acuosas de cada uno de

los extractos y se agitaron vigorosamente durante un minuto.

Deteccion de quinonas y antraquinonas: pequefias porciones del extracto
etanolicos de hojas, tallos y flores de S. mexicanus, fueran dispuestas por
separado en capsulas de ceramicase, al que se le adicion6 una gota de
hidroxido de amonio concentrado, de tal manera se identificaron
antraquinonas. Luego para la identificacién de quinonas se realizo el mismo
procedimiento descrita anteriormente para antraquinonas pero esta vez

adicionando una gota de acido sulfurico (H2SOa).

Presencia de cumarinas: cadas uno de los extractos de las hojas, tallos y
flores se disolvio en su solvente miscible (Etanol). Después se le adicion6 una
gota de hidréxido de amonio y se llevo bajo luz ultravioleta para observar si

hubo fluorescencia.
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Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos Hexanolicos y
Etanolicos de las Hojas de S. mexicanus:

La actividad antimicrobiana se llevo a cabo de acuerdo con el ensayo de difusion en
disco, descrita por Velasco y col. 2017. Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de
Actinomicetos del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, bajo la asesoria de las Prof. Yndra
Cordero, Prof. Ysbelia Obregon y la colaboracion del auxiliar de Laboratorio TSU.

Emilio Salazar.

Preparacion de las Muestras

Se trabajé con los extractos hexanolicos y etanolicos, realizando las siguientes
diluciones: 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125ppm, 62,5 ppm, 31,25 ppm, 15,62 ppm
y 7,8 ppm. El solvente usado fue dimetil sulféxido (DMSO).

Microorganismos a Evaluar

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana mediante el método de difusion en
agar, se estudiaron 5 microorganismos; 2 especies de bacterias grampositivas (S.
aureus, E. feacalis) y 3 de ellas gramnegativas (E.coli, K. pneumoniae y P.
aeruginosa) de referencia internacional pertenecientes a la Coleccion de Cultivos
Tipo Americano (ATCC), provenientes del Cepario del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de La

Universidad de Los Andes.

Preparacion de las Placas

A cada placa se le agrego 15 mL aproximadamente del agar Mieller-Hinton
(HIMEDIA®), previamente preparado y esterilizado, se realizd siguiendo las
instrucciones de la casa comercial, posteriormente se dejo solidificando a temperatura

ambiente.
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Preparacion de los inoculos bacterianos

Las cepas frescas purificadas se mantuvieron en un medio de cultivo de Agar Mueller
Hinton, con un tiempo de incubacion no mayor a 24 horas, de estas se tomé una
pequefia cantidad de colonias con un asa en aro para luego ser suspendidas en una
solucion de cloruro de sodio al 0,85 % estéril, ajustando el indculo hasta una

concentracion de bacterias equivalente a 0,5 en la escala de Mac Farland.
Inoculacion

Las cepas bacterianas fueron inoculadas en la superficie del agar agar Mueller-
Hinton, correspondiente con un hisopo estéril, mezclando en forma envolvente con la
finalidad de depositarlos en la placa de Petri. Luego se colocaron en la superficie del
agar inoculado, los discos de papel de filtro previamente impregnados con los
extractos hexanolicos y etanolicos de las hojas, ademas se ubicaron discos de

antibioticos de referencia para cada microorganismo como controles positivos.

Incubacion:

Posteriormente, las placas de agar Mueller-Hinton se dejaron a temperatura ambiente
por 30 minutos, luego se incubaron a 37 °C durante 24 horas, en atmodsfera
aerobica.Una vez finalizado el tiempo de incubacidn se procedid a realizar la lectura,
se considerd un resultado positivo o sensible (actividad antibacteriana) cuando se
observo un halo de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco. El caso
contrario, la ausencia de dicho halo se interpretd como negativo o resistente (sin
actividad antibacteriana). Los halos de inhibicion alrededor de los pozos fueron

expresados en mm.
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSIONES
RESULTADOS

Del proceso de extraccion a reflujo de las hojas de S. mexicanum se obtuvieron las
siguientes caracteristicas Macroscépicas de los Extractos:

Tabla N°3. Caracteristicas Fisicas de los extractos Hexanolicos de S. mexicanus

EXTRACTO HEXANOLICO

CARACTERISTICA _

Hojas Tallos Flores
Aspecto Viscoso Viscoso Viscoso
Color Verde Oliva Verde oliva Verde oliva
Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Peso de material seco 140,68 g 48,22 ¢ 7,819
Peso de extracto 3,60 0,499 0,19
% De rendimiento 2,5% 1,0% 2,43 %

Tabla N° 4.Caracteristicas fisicas de los Extractos Etanolico de S. mexicanus

EXTRACTO ETANOLICO
CARACTERISTICA

Hojas Tallos Flores
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Color Verde Oscuro Verde oscuro Verde oscuro
Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Peso de material seco 140,68 g 48,22 ¢ 7,819
Peso de extracto 11,8 ¢ 2,1g 0,8
% De rendimiento 8,3 % 4,3% 10,2 %

El mayor rendimiento fue del extracto etanolicos de las Flores (10,2 %),

seguidamente el de las hojas(8,3 %). Segun Robles y col (2016), Los rendimientos de
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las plantas son muy variables y dependen de su composicién, lugar de desarrollo, de
la parte de la planta en estudio (raiz, hoja, tallo, fruto, etc.), asi como del tipo y
condiciones de extraccién. Es por ello que las comparaciones entre otras especies de
plantas se torna dificil.

Cromatografia de Gases acoplado a espectrometria de masas (CG/EM)

Los extractos hexanolicos de las hojas, tallos y flores S. mexicanus fueron analizados
mediante CG/EM, la cantidad de cada compuesto de los extractos se calculo del
cromatograma mediante normalizacion de las areas de los picos, expresandose en
porcentaje al comparar los espectros de masas eluidos atraves de la columna

cromatografica con los espectros de masa de la libreria Wiley y NIST.

De la tabla N° 5, podemos decir que del extracto de las flores fueron identificados 16
compuestos de los cuales estuvieron en mayor cantidad el Tricosano (16,20 %),
Acido Hexadecanoico (12,72 %) y Acido Linoleico (11,18 %). En los tallos, fueron 7
los compuestos detectados, en donde el Escualeno , Vitamina E , Heptacosano vy el
Fitol resultaron los componentes mayoritarios. Y por ultimo el de las hojas, con la
misma cantidad de compuestos que el de los tallos, 7 componentes revelados, cuyos
principales fueron Escualeno (50,62 %) y Fitol(40,26 %).

Tabla N° 5. Componentes Quimicos de los Extractos Hexanolicos de las
Hojas, Tallos y Flores de S. mexicanus, analizados mediante Cromatografia de Gases

Acoplado a Espectrometria de Masa.
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Ne° %
Muestra . T.R " Nombre del Compuesto
Pico Area
1 7,71 1,46 S-lonona
2 11,52| 1,06 Hexahidrofarnesil acetona
S. mexicanum 3 14,15 | 40,26 Fitol
Ext Hex. 4 18,85| 3,10 Heptacosano
Hojas 5 19,85 | 50,62 Escualeno
6 22,43 | 2,78 Vitamina E
7 24,75 | 2,68 p-Sitosterol
1 12,65 | 3,42 Acido hexadecanoico
S. mexicanum 2 14,14 | 5,62 Fitol
ExXt Hex 3 1435| 1,70 a-Gliceril linolenato
4 17,34 | 3,27 Octadecano
Tallos 5 18,84 | 6,04 Heptacosano
6 19,84 | 78,19 Escualeno
7 22,41 | 14,37 Vitamina E
1 9,97 | 0,78 Heptadecano
2 12,06 | 2,63 Nonadecano
3 12,78 | 12,72 Acidos hexadecanoico
4 13,04 | 1,09 Eicosano
5 13,99 | 9,17 Heneicosano
6 14,40 | 11,18 Acido linoleico
7 14,57 | 1,00 Acido esteérico
S. mexicanum 8 14,88 | 2,38 Docosano
Ext Hex Flores 9 15,76 | 16,20 Tricosano
10 16,55| 1,21 Tetracosano
11 17,37 | 6,19 Octacosano
12 18,69 | 1,01 Heptacosanol
13 18,87 | 3,46 Heptacosano
14 1987 | 186 Ester octadecilo del 4cido
valerico
15 22,44 | 3,52 Vitamina E
16 24,79 | 3,56 p-Sitosterol
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Grafico N°1. Cromatograma General del Extracto Hexanolico de las Hojas con las

Estructuras de sus Compuestos Mayoritarios
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Grafico N°2. Cromatograma General del Extracto Hexanolico de los Tallos con las
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Grafico N°3. Cromatograma General del Extracto Hexanolico de las flores con la

Estructura de sus Compuestos Mayoritarios
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En el analisis fitoquimico de los extractos etanolicos de las hojas, tallos y flores, a

quienes se le realizd una serie de pruebas en donde se logro percibir que el extracto

de las hojas y tallos posee compuestos fendlicos y triterpenos, mientras que el

extracto de las flores presenta alcaloides (Dragendorff), compuestos fendlicos,

taninos, flavonoides y triterpenos. A continuacién en la siguiente tabla N° se

presentan los resultados.
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Tabla N°6 . Resultados del Screening Fitoquimico de los extractos etanolicos

Hojas, Tallos y Flores.

de

Extracto Etanolico

Metabolito Prueba
Hojas Tallos Flores
Alcaloides Mayer - - -
Dragendorff - - +
Wagner - - -
Compuestos Reaccion con ot i ot
fenolicos FeCl3 al 1%
Taninos Rvo. Gelatina - - +
Flavonoides Reaccion de i ) N
Shinoda
Es’geroles y Rgacmon de Triterpenos | Triterpenos | Triterpenos
Triterpenos Liebermann-
+++ ++ +
Burchard
Cumarinas Reaccion de
Hidroxido de - - -
amonio
Quinonas y/o Reaccion de
Antraquinonas Hidroxido de - - -
amonio
Saponinas Reaccion de
Espuma ) i i
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+++: Muy abundante,++: abuncante +: poco abundante ; -: escaso
Alcaloides:

Como podemos observar en el Anexo N° 1, al agregarle el reactivo de Dragendorff,
Mayer y Wagner a los extractos de hojas y tallos no se observo turbidez en ninguno
de los tubos, mientras que en el extracto de las flores, solo al agregar el reactivo de
Dragendorff si se observo bastante turbidez (Anexo N° 2), caso contrario con los
reactivos de Mayer y Wagner.

Compuestos fenolicos:

En los extractos etandlicos de hojas, tallos y flores si se pudo observar la presencia
de una coloracion verde (Anexo N°4), que indica presencia de compuestos derivados

del catecol.
Taninos:

En esta prueba los extractos etandlicos de las Hojas y Tallos no presentaron la
presencia de un precipitado blanco,solo se observo una coloracion marron (Anexo
N°5 (1)), por tal razén es negativa para estos extractos. En el el extracto etanolico de
las flores si se visualizé la presencia de un precipitado blanco por lo que resulto

positiva la prueba. Anexo N° 5(2)
Flavonoides:

En este andlisis no se observo la aparicion de una coloracién naranja roja ni magenta
por lo que para los extractos de las hojas y tallos resulto negativa(ver anexo 5).
Mientras que para el extracto de las flores si se observo la presencia de una
coloracién rosada. Segin Marcano (2001) estariamos en presencia de flavonoles. Ver
Anexo N° 7

Triterpenos:
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Al agregar el HCL concentrado se observd la presencia de una coloracion verde por
lo que se pudo apreciar en el Anexo N° 7, que los extracto de las hojas tallos y flores
tiene presencia de triterpenos.

Cumarinas:

Al ser expuesto los extractos etanolicos bajo luz ultravioleta no se observo ninguna

fluorescencia (ver Anexo N° 6).
Quinonas y/o Antraquinonas:

Al hacer reaccionar los extractos etanolicos de las hojas, tallos y flores con acido
sulfirico no se logro identificar quinonas. De la misma manera tampoco se logro
determinar antraquinonas, al entrar en contacto con el hidroxido de amonio ( ver
Anexo N° 8y 9).

Saponinas:

Para esta prueba no se logro apreciar la espuma, que permitira la deteccion de estos
metabolitos, por lo que fue negativa para los extractos etanolicos de hoja, tallos y

flores (ver Anexo N° 3).
Actividad antibacteriana

Los extractos obtenidos de las hojas de S. mexicanus fueron evaluados mediante la
técnica de difusion en agar con disco frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas, en concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81
ppm, de tal manera que los extractos hexanolicos de las hojas fueron sencibles a una
concentracion de 250 ppm para S. aureus, E. coli y K. pneumoniae, mientra que en el
extracto etanolico inhibio a S. aureus a una concentracion de 500 ppm, a E. coli a la
concentracion de 125 ppm y finalmente fue sensible a 250 ppm para P. aureginosa
(ver Anexo N° 10,11,12 y 13) , siendo el extracto etanolico el que obtuvo mayor
inhibicionAl hacer reaccionar los extractos etanolicos de las hojas, tallos y flores con

acido sulfirico no se logro identificar quinonas. De la misma manera tampoco se
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logro determinar antraquinonas, al entrar en contacto con el hidroxido de amonio (

ver Anexo N° 8y 9).
Saponinas:

Para esta prueba no se logro apreciar la espuma, que permitird la deteccién de estos
metabolitos, por lo que fue negativa para los extractos etanolicos de hoja, tallos y
flores (ver Anexo N° 3).

Actividad antibacteriana

Los extractos obtenidos de las hojas de S. mexicanus fueron evaluados mediante la
técnica de difusion en agar con disco frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas, en concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81
ppm, de tal manera que los extractos hexanolicos de las hojas fueron sencibles a una
concentracion de 250 ppm para S. aureus, E. coli y K. pneumoniae, mientra que en el
extracto etanolico inhibio a S. aureus a una concentracion de 500 ppm, a E. coli a la
concentracion de 125 ppm y finalmente fue sensible a 250 ppm para P. aureginosa
(ver Anexo N° 10,11,12 y 13) , siendo el extracto etanolico el que obtuvo mayor

inhibicion.

Tabla N° 7. Resultados de la actividad antibacteriana de los Extractos Hexanolicos

de las Hojas de S. mexicanus
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Concentracion S. E. K. E. P.
(ppm) aureus Coli pneumoniae | faecalis | aureginosa

1 1000 7 7 9 0 10
2 500 7 7 7 0
250 7 7 7 0

4 125 6 6 6 0 9

5 62,5 6 6 6 0 9

6 31,25 6 6 6 0 8

7 15,62 6 6 6 0 8

8 7,8 6 6 6 0 8

CIM: Concentracion Inhibitoria Minina
Tabla N° 7. Resultados de la actividad antibacteriana de los Extractos Etanolicos de

las Hojas de S. mexicanus

Concentracion S E. K. E. P.
(ppm) aureus coli pneumoniae | faecalis | aureginosa

1 1000 7 8 9 0 8
2 500 7 8 9 0 8
3 250 7 8 8 0 7
4 125 6 7 8 0 7
5 62,5 6 7 8 0 7
6 31,25 6 7 8 0 7
7 15,62 6 7 8 0 7
8 7,8 6 7 8 0 7

CIM: Concentracion Inhibitoria Minima
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DISCUSION

Los diferentes mecanismos de accion antibacteriana de las plantas y los posibles
metabolitos implicados han sido estudiados mediante ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana, estudios cromatograficos y analisis fitoquimicos, debido a los
potenciales usos contra las enfermedades infecciosas (Pesewu y col, 2008; Moreno y
col, 2007). El presente estudio cromatografico revel6 que en los extractos hexanolicos
existen grandes cantidades de terpenoides, Vitamina E y el tricosano (ver Tabla
N°5). El tricosano obtenido del extracto hexandlico de las flores de S. mexicanus fue
identificado casi en la misma propocién, tanto en el extracto como en el aceite
esencial de las flores de Sambucus nigra L. reportado por Agalar y col (2017.Los
resultados del analisis fitoquimico del extracto etanolico demostr0 que posee
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, triterpenos y alcaloides (ver Tabla N°6).
Comparada con la investigacion realizada por Rodriguez y col (2017), el cual
encontraron en las hojas contenido de quinonas, flavonoides, saponinas y triterpenos,
mientras que los tallos demostraron la presencia de quinonas y triterpenos y las flores
presentaron quinonas, flavonoides, alcaloides y triterpenos, el cual se asemeja a
nuestra investigacion. Otro estudios realizados demuestrd que los metabolitos, tales
como alcaloides, flavonoides, taninos, y otros compuestos de naturaleza fendlica son
responsables de las actividades antimicrobianas en plantas superiores (Panday, 2007;
Mahomoodally y col, 2005).

La actividad antimicrobiana de los extractos Hexandlico inhibio a S. aureus, E. coli y
K. pneumoniae a una concentracién de 250 ppm ( ver Tabla N°8), mientras que el
extracto etandlico inhibio a S. aureus a una concentracion de 500 ppm, inhibio a P.
auriguinosa a una concentracion de 250 ppm, siendo mas efectiva para E. coli cuya

concentracion fue de 125 ppm, lo que confirma lo expuesto por Rodriguez y
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colaboradores (2017), quienes demostraron el efecto antibacteriano de S. nigra en
presencia de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina, Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae. Segun estos autores, la actividad de S. nigra
podria deberse a la presencia de compuestos fendélicos, ya que inhibio a E. fecalis
resistente a Vancomicina, S. aureus y C. albicans. Asi mismo el sauco presenta
actividad antimicrobiana contra S. aureus resistente a la Meticilina (Ramirez y col,
2015).

En la busqueda realizada, no se encontraron reportes de actividad antibacteriana de S.
mexicanus por lo tanto, el presente estudio seria uno de los primeros reportes en los
que se encontro que las hojas tienen actividad antibacteriana frente a las bacterias

estudiadas.
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSION

El estudio fitoquimico preliminar del extracto etan6lico de las hojas, tallos y flores
permitio establecer la presencia de taninos, compuestos fendlicos, flavonides,
triterpenos y alcaloides (Dragendorff). A partir de estos resultados, se podria inferir
que podrian estar involucrados en la actividad antibacteriana de esta planta.

En la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se identificaron 16
compuestos en el extracto hexanolico, en donde el tricosano (16,20 %) y é&cido
hexadecanoico (12,72 %) son los componentes mayoritarios, en los tallos se
identificaron 7 compuestos sendo el escualeno (78,19 %) y la vitamina E (14,37 %)
como componentes mayoritarios y por ultimo en el extracto de hojas el escualeno

(50,62 %) v fitol (40,26 %) los componentes mayoritarios.

La actividad antibacteriana de los extractos etandlico de las hojas, inhibiendo el
crecimiento de E. coli a una concentracion de 125 ppm, siendo la mas efectiva.

Los resultados obtenidos en el presente estudios corresponden a datos preliminares
los cuales deben ser confirmados por técnicas mas sensibles a cada extracto. En
resumen, los extractos organicos de las plantas que se utilizaron en este estudio
poseen propiedades antibacterianos, las cuales podrian ser Utiles a futuro en la

busqueda de nuevos agentes terapéuticos.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio quimico mas profundo con la finalidad de aislar e identificar otros
compuestos en los extractos de hexano y etanol de las partes analizadas u otras partes.
Determinar la actividad antibacteriana los extractos etanolicos de las flores por ser
una fuente rica en flavonoides, taninos, alcaloides y compuestos fendlicos, utilizando
otros métodos de suceptibilidad.

Evaluar la actividad antifingica, antinflamatoria y antioxidante ya que los extractos

poseen compuestos polares interesantes que podrian resultar  activos.
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Anexo N° 1. Detreminacion de Alcaloides del Extracto Etanolico de Hojas,
Tallos y Flores

Anexo N° 2. Alcaloides Positivo (Dragendorff). Extracto Etanolico de las Flores
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Anexo N° 4. 1. Presencia de compuestos Fenolicos en los Extractos etanolicos de
las Hojas y Tallos. 2. Presencia de Compuestos Fendlicos del Extracto de Flores
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Anexo N° 5. 1.Ausencia de Taninos y Flavonoides en Hojas y Tallos. 2.Presencia
de Taninos en Flores

1 2

Anexo N° 6. 1. Ausencia de Cumarinas en el Extracto Hojas y Tallos. 2.
Ausencia de cumarinas en Extracto de las flores y el control positivo

Anexo N° 7. 1. Ausencia de Triterpenos en el extracto de Hojas y Tallos 2.
Presencia de Triterpenos y flavonoides del Extracto de las Flores
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Anexo N° 8. 1. Ausencia de Quinonas en el extracto Etanolico de Hojas y Tallos
2. Ausencia de Quinonas del Extracto Etanolico de las Flores

Anexo N° 9. 1. Ausencia de Antraquinonas en el extracto Etanolico de Hojas y
Tallos 2. Ausencia de Antraquinonas del Extracto Etanolico de las Flores
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Anexo N° 10. Halos de inhibicién de Extracto etanolico (1) y Hexanolico (2) P.
auriguinosa. 1. 1000 ppm; 2. 500 ppm; 3. 250ppm; 4. 125ppm; 5. 62,5 ppm; 6.
31,25ppm; 7. 15,62ppmy 8. 7,8ppm

Anexo N° 11. Halos de inhibicion de Extracto Etanolico (1) y Hexanolico (2) E.
coli. 1. 1000 ppm; 2. 500 ppm; 3. 250ppm; 4. 125ppm; 5. 62,5 ppm; 6. 31,25ppm;
7.15,62ppmy 8. 7,8ppm
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Anexo N° 12. Halos de inhibicién de Extracto Etanolico (1) y Hexanolico (2) K.
pneumoniae 1. 1000 ppm; 2. 500 ppm; 3. 250ppm; 4. 125ppm; 5. 62,5 ppm; 6.
31,25ppm; 7. 15,62ppmy 8. 7,8ppm

Anexo N° 13 . Halos de inhibicion de Extracto Etanolico (1) y Hexanolico (2) S.
aureus 1.1000 ppm; 2. 500 ppm; 3. 250ppm; 4. 125ppm:; 5. 62,5 ppm; 6.
31,25ppm; 7. 15,62ppmy 8. 7,8ppm.
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