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RESUMEN

Anacardium excelsum es una especie botanica de arboles americanos de
la familia Anacardiaceae. La presente investigacion tuvo como objetivo
confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicion
guimica de los extractos obtenidos de Anacardium excelsum. Los extractos
se obtuvieron mediante la técnica de extraccion por reflujo en caliente, se
realizaron pruebas de tipo cualitativas para detectar los metabolitos
secundarios, presentes en los extractos (hexano y etanol) de las hojas de la
especie Anacardium excelsum y la determinacion de la actividad
antibacteriana se llevé a cabo empleando la técnica de difusién de disco en
agar o método de Kirby-Bauer. Los resultados de las pruebas de tamizaje
fitoquimico revelaron la presencia de compuestos quimicos como triterpenos
y esteroles, fenoles, taninos, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas y
glicésidos cardiotonicos. Las autoras concluyeron que el extracto de etanol a
la concentracién de 10.000 ppm mostré actividad inhibitoria en las cepas
ensayadas, en las bacterias grampositivas: Staphylococcus aureus (15 mm)
y Enterococcus faecalis (7 mm); y 3 cepas de bacterias gramnegativas
Klebsiella pneumoniae (9 mm), Escherichia coli (7 mm), Pseudomonas
aeruginosa (9 mm).

Palabras Clave: Anacardium excelsum, extracto, actividad antibacteriana,
cepas.
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INTRODUCCION

Las infecciones por bacterias son comunes en muchas situaciones en
heridas, mala higiene, y hasta en las operaciones hospitalarias. Hay ciertos
sitios o lugares donde las infecciones se pueden extender a pandemias. El
uso indiscriminado de antibiéticos deprime el sistema inmunoldgico, favorece
las reacciones alérgicas, dafia diversos érganos y a su vez también puede
producir resistencia bacteriana creando bacterias multirresistente (Ingraham
e Ingraham, 1998). Es por esto que se ha hecho necesario, indagar sobre la
propiedad antibacteriana de algunas plantas, con el fin de producir
antibidticos naturales como alternativa terapéutica (Cabrera, Fradagas y
Guerrero, 2005).

Tal es el caso de la especie Anacardium excelsum, la cual esta formada
por componentes quimicos como isoprenos, monoterpenos, sesquiterpenos y
alcoholes, estos le confieren a la planta diversas propiedades como
antioxidante, antitumoral, inmunoestimulante y actividad antibacteriana, esta
ultima tiene como funcién producir sustancias que eliminan las bacterias o
inhiben su crecimiento (Martinez, Soto, Saveedra, Espinosa, y Martinez.
2012). Forma parte de arboles americanos de la zona intertropical de la
familia de las Anacardiaceae. En la misma se ha reportado metabolitos
secundarios, principalmente, compuestos fenodlicos con actividad biol6égica
como antibacteriana (Martinez, De Ferrer, Ojeda, Ferrer y Nava. 2003).

El objetivo de la presente investigacion fue confirmar la relacion entre la
actividad antibacteriana y la composicion quimica de los extractos obtenidos
de Anacardium excelsum.

Esta investigacion esta estructurada de la siguiente manera: El Capitulo I,
denominado ElI Problema, formado por los siguientes subtitulos:
Planteamiento del Problema, Justificacién de la Investigacidon, Objetivos de la
Investigacion, Alcances y Limitaciones del proyecto a llevar a cabo. El

Capitulo 11, llamado Marco Tedrico, donde se describen los Trabajos Previos,



Antecedentes Historicos, Bases Teoricas, Definicion de Términos,
Operacionalizacion de las Variables e Hipotesis.

El Capitulo I, titulado Marco Metodoldgico, consta de los siguientes
subtitulos: Tipo de Investigacion, Disefio de la Investigacion, Poblacion y
Muestra, Sistema de Variables, Procedimientos o Metodologia de la
Investigacion y Disefio de analisis. El Capitulo 1V describe los Resultados y la
Discusion, finalmente el Capitulo V menciona las Conclusiones y las
Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

En la Region de las Américas, los microorganismos multirresistentes
son la causa principal de las infecciones asociadas con la atencion de la
salud. Los datos de vigilancia procedentes de la Red de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (RELAVRA) demuestran una tendencia
creciente de la resistencia de patdogenos hospitalarios como Klebsiella
pneumoniae, cuyo porcentaje de no sensibilidad a los antibiGticos
carbapenémicos esta aumentando significativamente en Latinoamérica
desde 2014, hasta alcanzar el 21 % en promedio. Las consecuencias en
términos de mortalidad, discapacidad y costos econémicos son significativas
para los sistemas de salud. Por ejemplo, Staphylococcus aureus ocasiona un
amplio rango de infecciones y es uno de los microorganismos aislado con
mayor frecuencia en infecciones asociadas con la atenciéon de la salud; en
Latinoamérica, mas del 25 % de los aislamientos de S. aureus son
resistentes a la Meticilina®. Las consecuencias son un exceso de mortalidad
(atribuible a la resistencia a la Meticilina®) del 45,2 % en comparacion con
las cepas sensibles, y el aumento de los costos del tratamiento antibiotico y
de la hospitalizacién en 6,7 veces y en casi 3 veces, respectivamente (Primo,
Guilarde, Martelli, Batista y Turchi, 2012).

En particular, la resistencia de las enterobacterias es de gran importancia
en la Region, especialmente por la gran difusion de B-lactamasas de

espectro extendido (BLEE) de tipo CTX-M, algunas de las cuales se



originaron en Ameérica Latina. En cuanto a los bacilos gramnegativos no
fermentadores, si bien las cepas de Pseudomonas aeruginosa siguen siendo
la causa principal de bacteriemias, la proliferacién de infecciones por cepas
de Acinetobacter spp., tiene en algunas partes gran magnitud. En lo referente
a los antibidticos, existen varias opciones para tratar infecciones por
bacterias grampositivas. La situacion terapéutica no es igual para las
infecciones por enterobacterias y por bacilos gramnegativos no
fermentadores, donde las opciones resultan aun insuficientes para el
tratamiento adecuado de los pacientes (Casellas, 2011; Gérvas, 2000).

Segun lo antes expuesto, es probable que sin la atencién publica y la
accion urgente, la resistencia a los antibacterianos amenaza con hacer que el
mundo retroceda a la era pre-antimicrobiana, cuando no existia tratamiento
eficaz para la neumonia, meningitis, malaria o tuberculosis (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2014).

Después de describir la situacion actual del problema las autoras de esta
investigacion presentan el enunciado holopraxico:

¢,Cudl es la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicion

guimica de los extractos obtenidos de Anacardium excelsum?

Justificacion e Importancia de la Investigacion

El uso indiscriminado de los antibiéticos ademas de suprimir las bacterias
gue causan enfermedades producen alteraciones en la microbiota habitual
del organismo, incluso puede generar resistencia bacteriana. Por ello, es de
vital importancia encontrar opciones terapéuticas que permitan contrarrestar
dichas infecciones, entre estas opciones se encuentran las plantas,
consideradas laboratorios naturales donde se biosintetiza una gran cantidad
de sustancias quimicas; de hecho, son la fuente de compuestos quimicos
mas importante que existe. Un gran porcentaje de los principios activos esta

comprendido dentro de los llamados productos naturales o metabolitos



secundarios. Se agrupan en clases de acuerdo con sus caracteristicas y
funciones principales como terpenos, fenoles, flavonoides, taninos,
carotenos, indoles, entre otros; estos compuestos bioactivos le atribuyen a la
planta diversas propiedades como actividad antibacteriana, antifingica,
antioxidante, antitumorales, inmunoestimulante y otras (Chaquisbol, Lengua,
Dolores, Bazan y Bravo, 2003; Gudesblat, 2007).

De acuerdo con lo antes descrito, en la presente investigacion se intentd
confirmar la relaciébn entre la actividad antibacteriana y la composicién
quimica de los extractos obtenidos de Anacardium excelsum, siendo esta
una posible alternativa natural de facil acceso para el tratamiento de las

enfermedades infecciosas causadas por bacterias patégenas.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicion
guimica de los extractos obtenidos de Anacardium excelsum en cepas de

bacterias grampositivas y gramnegativas.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas de Anacardium
excelsum, mediante la técnica de reflujo en caliente.

e Determinar la presencia de metabolitos secundarios en los extractos
(hexano y etanol) de Anacardium excelsum mediante tamizaje
fitoquimico.

e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de

Anacardium excelsum, mediante el método Kirby-Bauer.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

Segun Hernandez-Sampieri, Fernandez, Batista (2010), “los alcances de
una investigacion se refieren a la amplitud de lo que se quiere saber, es
decir, el conocimiento a adquirir durante el proceso de indagacién” (p. 150).
En tal sentido, el verbo del objetivo general, indica cuanto se quiere conocer,
pues, refiere el nivel de complejidad, es decir; la profundidad del proceso de
conocer. En cuanto a la profundidad del conocimiento que se adquirid, se
puede decir que representa el primer estudio sobre la especie Anacardium
excelsum en Venezuela, especificamente en el estado Mérida y se encontro
sensibilidad antibacteriana en el extracto de etanol de las hojas de la especie
A. excelsum, frente a las bacterias grampositivas y gramnegativas

ensayadas.

Limitaciones de la Investigacion

Se considera la disponibilidad de recursos financieros, humanos y
materiales, que haran posible, en Ultima instancia los alcances de la
investigacion (Hernandez-Sampieri y cols., 2010). Por lo tanto, se valor¢ la
viabilidad de este proyecto al realizar la revision de los recursos econémicos,
materiales y técnicas a utilizar requeridas para llevar a cabo esta
investigacion.

En el desarrollo de esta investigacion se hallaron limitantes con respecto
a los trabajos previos, puesto que se encontraron pocos estudios
relacionados con este manucristo, asi como los elevados costos en los
materiales y reactivos, problemas eléctricos, internet, transporte y dificultad
para la recoleccién del material vegetal, ya que se debié hacer el traslado
hasta Municipio Sucre (ciudad de Lagunillas), situado a 30 km del estado
Mérida.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Tasayco y Zamallo (2021), publicaron un estudio intitulado: “Jarabe con
extracto hidroalcohdlico de hojas Anacardium occidentale L. (marafion) y su
actividad antibacteriana frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus”. El
objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Anacardium occidentale L. (marafion) en
cultivos de cepas ATTC de Staphylococcus aureus. Para el desarrollo de la
evaluacion microbiologica, se utilizd el método de difusion en disco; en el
cual se uso el extracto hidroalcohdlico a las siguientes concentraciones: 10
%, 20 % y 30 %, comparado con el antibidtico Amoxicilina® (25 pg) como
control positivo.

Al ser evaluado el efecto inhibitorio mediante la medida de halos de
inhibicion, los autores lograron mostrar que los extractos a la concentracion
de 10%, 20% y 30% presentaron efecto inhibitorio sobre Staphylococcus
aureus. En conclusion, el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Anacardium occidentale L. (marafion), presenta efecto antibacteriano sobre
la cepa ensayada. Asimismo, se determind la presencia de metabolitos
bioactivos, cuya accion antibacteriano se relaciona con los flavonoides,
alcaloides y compuestos fendlicos.

Salehi, Osgiiven, Kirtin, Ozcelik, Morais, Pereira, Fonseca, Goncalves,
Melo,, Amina, Armstrong, Selamoglu, Sevindik, Yousaf, Sharifi, Muddathir,

Prasad, Martorell, Kumar, Cho y Martins (2020), publicaron una revision



denominada “Efectos antioxidantes, antimicrobianos y anticancerigenos de
las plantas de Anacardium: una perspectiva etnofarmacolégica”. El objetivo
fue revisar las actividades antioxidantes, antimicrobianas y anticancerigenas
de las plantas de Anacardium. Los autores enfocaron el andlisis
principalmente en la especie A. occidentale, indicaron que el extracto seco
obtenido del polvo de hoja de dicha especie a la concentracién de 200
mg/mL, mostré efecto contra S. aureus con un halo de inhibicién de 12 mm;
ademas el extracto etandlico de la hoja seca de A. occidentale en un rango
de concentracion inhibitoria minima (CIM) de 250 pg/mL- 500 pg/mL, mostré
halos de inhibicion de 15 mm para E. coli y 13 mm para P. aeruginosa. Los
extractos metandlico (MeOH) y n-hexano de las partes aéreas de A.
occidentale mostraron efectos inhibidores contra las bacterias estudiadas (S.
aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae y Mycobacterium
smegmatis) con CIM que oscilaron entre 62,5 pg/mL y 250 ug/mL (n-hexano)
y 7,5 a >250 pg/mL (MeOH).

Asimismo, el ensayo de los extractos acuoso y el extracto hidroalcohdlico
de las hojas secas de A. occidentale contra cepas de S. aureus, E. coliy K.
pneumoniae, mediante la técnica de difusibn en agar demostrd inhibicion
sobre S. aureus a 75 mg/mL y 150 mg/mL, en el extracto acuoso: 9,5 mm e
hidroalcoholico: 10 mm. Segun lo revisado, concluyeron que tales resultados
son prometedores, por lo tanto; las plantas de Anacardium deben estudiarse
mas a fondo para dilucidar mejor su potencial terapéutico, no solo en los
estudios in vitro e in vivo, sino también en su aplicacion clinica.

Rojas, Durango, Garcia, Pelaez, Garcia y Gamboa (2021), llevaron a cabo
un trabajo llamado “Andlisis fitoquimico y actividad antimicrobiana in vitro de
Anacardium excelsum contra microorganismos de la cavidad oral”. El objetivo
fue determinar los compuestos fitoquimicos y el efecto antimicrobiano de los
extractos de hojas y tallos de A. excelsum, y de fracciones derivadas del
extracto de las hojas, contra S. mutans, S. aureus, E. coli, E. faecalis y C.

albicans. Los extractos y las fracciones se obtuvieron por extraccién por



percolacion, los compuestos fueron identificados por cromatografia en capa
fina; la actividad antimicrobiana de los extractos y fracciones se realizd
mediante la técnica de difusion en pozo sobre Agar Mueller-Hinton (a
concentraciones de 2 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL y 40 mg/mL)
frente a las cinco cepas de referencia ATCC.

Los resultados indicaron que las fracciones (acetato de etilo y acetona)
contenian compuestos de tipo fendlico, taninos, terpenos de tipo triterpenos y
terpenos de tipo esteroide, responsables de la actividad antimicrobiana en
casi todos los microorganismos evaluados: S. mutans, S. aureus, E. faecalis
y C. albicans excepto en E. coli, a una concentracion de 10 mg/mL, con halos
de inhibicion de 9 mm a 11 mm. Los investigadores, lograron concluir que la
mayor actividad antimicrobiana estuvo en la fracciones de los extractos de las
hojas de A. excelsum.

Jaramillo, Ocampo, Cruz y Galvis (2019), realizaron un trabajo de
investigacion denominado “Actividad antibacteriana y antifungica de los
extractos de diferente polaridad de Anacardium occidentale”. El objetivo
estuvo basado en evaluar la actividad antimicética y antibacteriana de los
extractos de diferente polaridad de Anacardium occidentale (Anacardiaceae).
La metodologia consistio en realizar un seguimiento de los extractos de
butanol y acetona de diferente polaridad mediante pruebas cualitativas,
espectrofotometria UV-Vis y cromatografia de capa fina (CCF). Ademas, se
evaluod el potencial antibacteriano mediante antibiogramas de difusion en el
organismo de prueba Staphylococcus aureus, como control antibacteriano se
utiliz6 Ampicilina/Sulbactam® 1.000 ug/mL y el potencial antimicético
mediante macrodiluciones en caldo para las especies Aspergillus niger y
Trichophyton rubrum, como control antimicotico se usé Anfotericina B®.

Segun los resultados obtenidos, lograron identificar que el extracto de
butanol posee compuestos de naturaleza fendlica, los cuales presentan
actividad antibacteriana y antimicética, presumiblemente por la presencia de

estos compuestos o por la sinergia entre ellos, y sobresale que algunos de



los extractos evidenciaron mayor inhibicibn para los microorganismos
evaluados S. aureus especificamente la fraccion de butanol indicé un halo
de inhibicion de 4 mm, procedente del extracto de hexano fraccionado del
extracto crudo de acetona y la fraccion de butanol indicé un halo de inhibicion
de 6 mm, obtenida directamente del extracto crudo de acetona; en
comparacién con los medicamentos utilizados convencionalmente para
combatirlos. Las mismas fracciones de los extractos, al igual que el
medicamento utilizado como control positivo, también presentaron potencial
antifangico frente a Aspergillus niger y Trichophytum rubrum.

Concluyeron que de acuerdo con los analisis, se observo la presencia de
compuestos de tipo fendlico, flavonoides y en algunos casos de tipo
alcaloidal. Los resultados permitieron determinar que los metabolitos
secundarios de tipo fendlico presentan un alto potencial antibacteriano contra
Staphylococcus aureus y antimicotico contra Aspergillus niger vy
Trichophytum rubrum.

Farias, Amaral y Borges (2018), realizaron un estudio llamado “Actividad
antibacteriana de extractos de Anacardium occidentale L., irradiados sobre
cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus”. El objetivo fue evaluar la
actividad antibacteriana de extractos crudos y fraccionados de las hojas de A.
occidentale L., luego de recibir una irradiacion de 10 Kilogray (kGy) de
Cobalto (Co), contra cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus in
vitro. La concentracion inhibitoria minima (CIM) fue evaluada mediante la
técnica de microdiluciéon seriada en placas y la concentraciéon
bacterioestatica minima (CBM) mediante placas de Petri, frente a aislados
clinicos de S. aureus multirresistente.

Los resultados sefialaron que la irradiacion en dichos extractos provocé
cambios en la composicion quimica y por ende un aumento significativo de
la actividad antibacteriana. Los autores llegaron a la conclusién que la

radiacion gamma sobre extractos de hojas de A. occidentale permitio
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mejorar las sustancias bioactivas e inhibir las cepas multirresistentes de S.

aureus.

Antecedentes Historicos o Epistemoldgicos de la Especie Anacardium
excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels, fue descrita por Carlos
Linneo. Etilogicamente su nombre Anacardium deriva de la palabra
procedente del griego kardia = corazoén, por la forma de su fruto. Y excelsum
es un epiteto latino que significa "alta”. Aunque se conoce muy pocas
investigaciones para la especie Anacardium excelsum, de la familia
Anacardiaceae existe una gran serie de investigaciones (Pell, Mitchell, Miller
y Lobova; 2011).

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica
gue se ha utlizado desde tiempo inmemoarial. Durante mucho tiempo los
remedios naturales, y sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e
incluso el Unico recurso del que disponian los médicos. Esto hizo que se
profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen
propiedades medicinales y ampliar sus experiencias en el empleo de los
productos que de ellas se extraen. Muchas de las especies vegetales
utilizadas por sus virtudes curativas entre los antiguos egipcios, griegos y
romanos pasaron a formar parte de la farmacopea medieval, que mas tarde
se vio enriquecida por el aporte de los conocimientos del Nuevo Mundo.
Dichas plantas medicinales y los remedios que entonces utilizaban se siguen
usando hoy en dia (Bruneton, 2001).

Los productos naturales y uso con poder curativo han sido ejercidos
desde hace tiempo por personas de todo el mundo contra diversas dolencias.
Varias indicaciones fitoterapias son de conocimiento popular y son de facil
acceso por la poblacion en general. A principio de este siglo, el desarrollo de

la quimica y el descubrimiento de complejos procesos de sintesis organica
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desembocaron en la puesta en marcha, por parte de la industria
farmacéutica, de una nueva produccion de medicamentos. Para la
fabricacion de muchos de ellos utilizaron los principios activos de
determinadas plantas medicinales, creyendo que las acciones imputables a
tales sustancias, se verian incrementadas, al poder realizar terapias donde la
cantidad de principio activo es superior al que posee la planta. Nada mas
lejos de la realidad, ya que se comprobd que las propiedades de dichas
sustancias, eran menos eficaces y existia peligro de producir intoxicaciones e
intolerancias, cosa que no ocurria con la utilizacion de la planta entera
(Bruneton, 2001)

Son numerosos los estudios acerca de las plantas de la familia
Anacardiaceae en los cuales se ha evaluado tanto actividades biolégicas,
antiinflamatoria, antidiabética, antihipertensiva y otras (Ojewole, Mawoza,
Chiwororo y Owira, 2010). A partir del extracto de etanol floral de Anacardium
excelsum se han identificado compuestos ' activos para combatir
microorganismos patdégenos, utiles en la preservacion de alimentos (Urrea y
Sequeda, 2012). Ademas, se han reportado metabolitos secundarios,
principalmente, compuestos fendlicos con actividad antibacteriana vy
antioxidante (Sequeda-Castafieda, 2008; Celis, Garcia, Sequeda, Méndez y
Torrenegra, 2011). La corteza de la planta ha sido utilizada frecuentemente

como materia prima en la industria forestal (Ledn, 2003).
Bases Tedricas
Familia Anacardiaceae

Descripcion botanica de la familia Anacardiaceae

La familia de las Anacardiaceae esta formada principalmente por arboles
y arbustos perennifolios o caducifolios, aunque también contiene algunos

subarbustos, arboles trepadores y lianas. Las hojas pueden ser caducas o
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perennes, con estipulas y normalmente alternas. La mayor parte de los
géneros tienen hojas imparipinnadas con los foliolos opuestos, aunque a
veces los podemos encontrar alternos; otros tienen hojas trifoliadas, pero
también hay hojas simples o unifoliadas, como ocurre en especies de
Anacardium, Cotinus, Heeria, Lithrea, Malosma o Rhus (Pell y cols., 2011).

Las inflorescencias en esta familia son muy diversas, en general son
axilares y muy ramificadas. Las inflorescencias de la mayor parte de los
géneros son paniculas, aunque también podemos encontrar racimos o tirsos.
En esta familia las flores son sésiles, es decir, no tienen un pedunculo por el
cual se unen al tallo principal; pero también pueden ser pedunculadas. El
pedunculo es articulado y glabro (liso, brillante, sin pelo), aunque a veces
puede ser pubescente (con pelos finos y cortos). Las flores son generalmente
hermafroditas, sin embargo en muchas especies son unisexuales,
actinomorfas, pentameras, con 5 sépalos soldados en la base, 5 pétalos
libres y 10 o mas estambres (Pell y cols., 2011).

En casi todos los géneros de esta familia el perianto (corola + pétalos) es
biseriado, en algunos a veces que no hay corola, y en casos muy extrafios no
hay perianto. El caliz suele ser verde, en ocasiones adopta el mismo color
gue la corola. La corola normalmente es imbricada o valvar, y puede tener
colores variados como verde, amarillo, rosa, purpura, rojo. Generalmente es
campanulada, pocas veces presenta forma de trompeta como ocurre en
Anacardium. Los pétalos son reflejos (doblados hacia atras) o patentes (en
angulo recto respecto al tubo de la corola. La venaciéon es normalmente
discreta. El apice de los pétalos suele ser apiculado (Pell y cols., 2011).

El ovario normalmente es supero, de 1 a 5 carpelos libres, muchas veces
también soldados, pocas veces se subtiende por el ginéforo. El estilo
normalmente es apical, pero también puede ser subapical o lateral. Los
estigmas son capitados, aunque en Anacardium son puntifomes y en
Campnosperma dicoides (circulares), hay algunos que son lobulados,

también suelen ser papilosos. Los frutos son drupas o samaras. Las semillas
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tienen un tamafo variado desde 2 mm hasta mas de 10 cm, estas pueden
ser elipsoides, ovoides, falcadas (curvatura similar a una hoz), lenticulares

(similar a una lenteja) o reniformes (Pell y cols., 2011).

Distribucion Geogréfica de la familia Anacardiaceae

Esta familia se extiende desde el sur de Canada hasta la Patagonia,
también por Africa, el sur de Europa, climas tropicales y subtropicales de
Asia y Australia, y la mayoria de las islas del Pacifico. Los centros de
diversidad mas importantes de esta familia se encuentran en México,
América del Sur, Africa sur y ecuatorial, Madagascar, Indochina y Malasia.
En el Paleotropico, es decir, en Africa y Asia, hay mayor nimero de especies
gue en el Neotropico (centro y sur de América) (Pell y cols., 2011).

Taxonomia de la familia Anacardiaceae

Basandose en la filogenia combinada, Terrazas (1994) sugirio dividir la
familia en dos subfamilias, Anacardioideae y Spondioideae.

Engler (1892) dividio la familia en cinco tribus Dobineeae, Mangifereae
(=Anacardieae), Rhoideae, Semecarpeae y Spondieae. Mas adelante
Wannan y Quinn (1990, 1991), utilizaron la estructura floral asi como del
pericarpo y la anatomia de la madera para investigar la clasificacion de esta
familia; identificaron dos grupos (A y B), los cuales se dividian en dos
subgrupos (1 y 2). El grupo A estaba formado por Dobineeae, Mangifereae
(=Anacardieae), Rhoideae y Semecarpeae, excepto los géneros y el grupo B
estaba compuesto por la tribu Spondieae y por estos cuatro géneros:
Androtium, Buchanania, Campnosperma y Pentaspadon.

En la actualidad, la investigacibn mas completa corresponde a la tesis
doctoral de caracter filogenético realizada por Pell (2004) quien empleé los

marcadores moleculares plastidiales TrnLTrnLF, Rpsl16 y matK, en el se

14



distinguen dos grandes clados que corresponden a las subfamilias
Anacardioideae y Spondioideae, tal como fue planteado por Bentham y
Hooker (1862); dentro de Anacardioideae se distinguen a su vez las tribus
Rhoeae, Anacardieae y Semecarpeae, siendo estas dos Ultimas de estrecha
relacion y hermanas de la primera (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia de la familia Anacardiaceae

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Subfamilias Anacardioideae, Spondioideae
Tribu Rhoeae, Anacardieae y Semecarpeae

Tomado y modificado de Terrazas, 1994; Engler, 1892; Wannan y Quinn,
(2990, 1991); Pell, 2004.

Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados de la familia

Anacardiaceae

A nivel bioquimico, la familia Anacardiaceae presenta fenoles, ésteres y
taninos con actividad antimicrobiana (Saxena, McCutcheon, Farmer, Towers
y Hancock; 1994) y polifenoles principalmente acido galico (1) (Figura 1) y
catequina. Ademas, es conocida por contener sustancias toxicas como
fenoles, entre ellos catecoles (2) y resorcinoles (3) los cuales se acumulan en
los canales de resina y sus acidos fendlicos que causan serias irritaciones en
la piel como: cardol (4), acido anacardico (5) (Figura 2) un derivado del acido

salicilico y sus derivados; también es comdn en la familia la presencia de
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terpenos y politerpenos; igualmente se ha descrito la presencia de varias
toxinas (Pell y cols., 2011; Urrea y Sequeda, 2012).

HO
OH

HO

) OH
Acido galico (1)

Figura 1. Compuesto polifendlico aislado de la familia Anacardiaceae
Tomado y modificado de La Camera, Bisignano, Crisafi, Smeriglio, Denaro,
Trombetta y Mandali; 2018.

©:OH HO\@,OH
OH

Catecol (2) Resorcinol (3)

OH OH O
ooy .
OH
Cardol (4)

Acido anacardico (5)
Figura 2. Compuestos fendlicos aislados de la familia Anacardiaceae

Tomado y modificado de Pell y cols., 2011; Urrea y Sequeda, 2012
Actividad farmacologica y/o bioldgica de la familia Anacardiaceae

En la familia de las Anacardiaceae podemos encontrar varias sustancias
guimicas, entre ellas téxicas que causan dermatitis de contacto. Algunas
sustancias han demostrado tener actividad defensiva, como antimicrobiana
(Saxena y cols., 1994), antifungica, repelente de insectos y herbivoros (Chen

y Wiemer, 1984). Aunado a ello, se ha reportado actividad antihelmintica
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atribuida al acido anacardico, gran capacidad antioxidante y actividad
antibacteriana, por lo que estos se podrian utilizar para el tratamiento de
infecciones de la piel causadas por Staphylococcus aureus (Urrea y
Sequeda, 2012; La Camera y cols., 2018).

Género Anacardium

Descripcion botanica del género Anacardium

Es un arbol grande perennifolio de hasta 45 m de altura, con un tronco
recto y de color claro, a veces rosado, de hasta 3 m de diametro. Tiene un
tronco espeso y tortuoso con ramas tan serpenteantes que con frecuencia
llegan al suelo. Hojas simples, alternadas, ovales, de 15-30 cm de largo y 5-
12 cm de ancho. Flores en panicula de 35 cm de largo, cada pequefia flor es
verde palido a blanco. Las flores viejas tornan a rosa y desarrollan una
fragancia fuerte. Arboles con especies de tamarios variables, caracterizados
por sus hojas obovadas a espatuladas y agrupadas al final de las ramas
(Urrea y col., 2012; Morales, 2020).

Distribucion geogréafica del género Anacardium

Es un género neotropical con 11 especies, 1 de las cuales esta cultivada
en los tropicos; nativa desde Honduras hasta Paraguay y el sureste de Brasil;
2 especies se encuentran en Nicaragua (Mitchell y Mori, 1987).

Taxonomia del género Anacardium

En la investigacion realizada por Pell (2004), se menciona a

Anacardioideae como la subfamilia del género Anacardium, asi como la tribu:
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Anacardieae (Tabla 2) (Engler, 1892; Wannan y Quinn, 1990-1991; Terrazas,
1994).

Tabla 2. Taxonomia del género Anacardium

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Equisetopsida

Orden Sapindales
Familia Asteraceae

Subfamilia Anacardioideae

Tribu Mangifereae (=Anacardieae)

Género Anacardium

Tomado y modificado de Engler, 1892; Wannan y Quinn, (1990, 1991);
Terrazas, 1994; Pell, 2004.

Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados del género

Anacardium

En el género se han aislado fenoles de cadena larga (FCL). La principal
fuente de FCL reportada hasta el momento es el aceite obtenido del
pericarpio de la nuez de la especie Anacardium occidentale, el cual es una
mezcla de acidos anacardicos (acido anacardico), cardoles y cardanoles (6);
este género y en particular dicha especie también contiene flavonoides,
carotenoides, vitamina A (7) y vitamina C (acido ascorbico) (8) (Figura 3)
(Suresh y Raj, 1990; Hemshekhar, Santhosh, Kemparaju y Girish; 2012;

Gonzalez, Sanchez, Cortes, Soto, Maceda y Castillo; 2019).
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Figura 3. Compuestos quimicos aislados del género Anacardium
Tomado y modificado de Hemshekhar, Santhosh, Kemparaju y Girish; 2012;

Cabral, Medeiros de Oliveira, Da Silva, D" Oliveira, Medeiros, Da Silva,

Zucolotto, Daniel, Fonseca, Siqueira y De Bittencourt, 2017.

Usos etnobotanicos del género Anacardium

Actualmente todos sus componentes han sido utilizados en diferentes
areas, desde la elaboracion de dulces y cosméticos, hasta la creacion de
medicamentos para tratar diferentes enfermedades (Urrea y Sequeda, 2012).
Actividad farmacologica y/o biolégica del género Anacardium

Se ha encontrado actividad antihelmintica y potente actividad
antibacteriana contra Streptococcus mutans, asi como propiedades

anestésicas, e insecticidas; debido a la presencia de acido anacardico y

actividad antifilarica, gracias al cardol. Ademas se ha estudiado que el
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extracto de las hojas posee actividad antioxidante y antiinflamatoria (Suresh y
col., 1990; Urreay col., 2012; Cabral y cols., 2017; Gonzélez y cols., 2019).

Especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

Descripcion botanica de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex
Kunth) Skeels

La especie es uno de los denominados arboles gigantes de América
Tropical, alcanzando los 40 metros de altura y 3 metros de diametro. La
corteza exterior es de color gris a negro agrietada verticalmente. La corteza
interior es gruesa, de color rosado y algo resinosa, con olor parecido a
trementina, tipico de la familia. Presenta hojas simples, coriaceas, alternas y
obovadas de 14 a 30 centimetros de largo y de 5 a 12 cm de ancho, con
peciolos 0,7 a 2,1 cm de largo, se presentan en manojos en los extremos de

las ramas (Figura 4) (Morales, 2020).

Figura 4. Hojas de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth)
Skeels
Tomado y modificado de Morales, 2020.

Presenta flores pequefias, en paniculas terminales de 15 a 35 cm de

largo, inconspicuas (poco notorias), abiertas, de color crema o blancas

20



(Figura 5), agrupadas en paniculas terminales de aproximadamente 40

centimetros de largo (Morales, 2020).

Figura 5. Flores de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth)
Skeels
Tomado y modificado de Morales, 2020.

Fruto subreniforme, 2,3-3,4 cm de largo, frecuentemente verde cuando
maduro (Figura 6). Su madera es blanda, liviana, de color marrén claro muy
lustroso y de textura media; poco durable y de facil trabajo, con densidad de
0,30 a 0,40 g/cm® y poder calérico de 3600 Kcallkg. Es utilizada en
construccion (interiores), utensilios, muebles (estructura) y cajas o guacales
(Mitchell y Mori, 1987; Morales, 2020).

_—a
~awg

Figura 6. Fruto de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth)
Skeels

Tomado y modificado de Morales, 2020.
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Distribucion geografica de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex
Kunth) Skeels

Es comun en areas de suelos profundos de origen aluvial, bien sean de
sabanas o de selva, especificamente en los bordes de la misma, ya que en
su interior careceria del sol necesario para crecer. Copa redondeada y con
follaje denso. Tronco recto y cilindrico. Distribuido desde Ecuador y las
Guyanas, toda la parte norte de América del Sur hasta Honduras (Mitchell y
Mori, 1987).

Distribucion geografica en Venezuela

Distribuida en los estados Apure, Aragua, Barinas, Delta Amacuro, Lara,

Mérida, Nueva Esparta, Trujillo, Yaracuy y Zulia (Mitchell y Mori, 1987).

Taxonomia de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

La subfamilia en la cual se clasifica dicha especie es Anacardioideae,
(Tabla 3) (Engler, 1892; Wannan y Quinn, 1990-1991; Terrazas, 1994).
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Tabla 3. Taxonomia de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth)
Skeels

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Orden Sapindales
Familia Asteraceae
Subfamilia Anacardioideae
Tribu Mangifereae (=Anacardieae)
Género Anacardium
Especie A. excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

Tomado y modificado de Engler, 1892; Wannan y Quinn (1990, 1991);
Terrazas, 1994; Pell, 2004.

Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados de la especie

Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

En esta especie se han identificado compuestos tales como acido oleico
(acido graso monoinsaturado de la familia de los acidos grasos omega 9) (9);
acido octadecanoico (acido graso saturado) (10); acido 9-octadecenoico
(dcido graso monoinsaturado de la serie omega 9) (11); 2-hidroxi-1-
(hidroximetil)etil-9(Z),12(Z)-octadecadienoato (12); acido 6(Z)-octadecenoico
(13); 9(2)-octadecenal (14);1-isopropil-4-metil-benceno (15); 4-isopropenil-1-
metilciclohexil acetato (16) y 3-pentadecilfenol (17) (Figura 7), cuyas
propiedades quimicas generan un potencial antimicrobiano (Urrea vy
Sequeda, 2012).
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Continuacion Figura 7. Compuestos quimicos aislados de la especie
Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

Tomado y modificado de Urrea y Sequeda, 2012.
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Actividad farmacoldgica y/o bioldgica de la especie Anacardium

excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

Se ha reportado metabolitos secundarios, principalmente, compuestos
fendlicos con actividad biolégica como antioxidante, actividad antimicrobiana,
también como fuente potencial para controlar el deterioro de los alimentos al
combatir microorganismos patégenos (Sequeda-Castafieda, 2008; Celis y
cols., 2011; Urrea y Sequeda, 2012).

Productos Naturales

Los productos naturales o metabolitos secundarios, son compuestos
guimicos de estructuras relativamente complejas y distribucion restringida.
Los metabolitos secundarios no parecen tener una funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos. Ademas de no
presentar funcion definida en los procesos mencionados estos metabolitos
difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan
una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se
sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a
menudo su produccion restringida a un determinado género de plantas, a una
familia, o incluso a algunas especies (Avalos y Pérez, 2009; Martinez y cols.,
2012).

Los compuestos presentes en una planta pueden ser muy diversos, pero
para su analisis fitoquimico se agrupan en alcaloides, carbohidratos,
glucésidos, saponinas, flavonoides, esteroles, fenoles, taninos, cumarinas,
diterpenos, proteinas y quinonas, entre otros. A continuacion se describen

algunos de ellos:
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Alcaloides

Los alcaloides abundan en los tejidos de intensa actividad celular, hojas,
raices, semillas, pero hay variaciones de acuerdo a su concentracion y
naturaleza. Este grupo de biomoléculas se caracteriza porque tiene nitrégeno
en su estructura y contiene uno o mas atomos de nitrogeno en un anillo
heterociclico, un ejemplo es la morfina (18) (Figura 8). Son derivados de
aminoacidos y manifiestan una significante actividad farmacolégica

(Martinez, Valencia y Jiménez, 2008; Garcia, 2011).

Morfina (18)

Figura 8. Estructura quimica de un alcaloide

Tomado y modificado de Martinez y cols., 2008.

Saponinas

Son un grupo de glicésidos solubles en agua que tienen las propiedades
de hemolizar la sangre y disminuir la tensidén superficial del agua formando
espuma abundante. Las saponinas por hidrélisis se desdoblan en
carbohidratos y una aglicona llamada sapogenina, puede tener el sistema
anular esteroidal de un triterpeno pentaciclico. Los anillos E y F de la
saponina esteroidal conforman el llamado sistema espirostanal. El enlace
glicésidico siempre se forma con el oxigeno del carbono 3. La Figura 9,
muestra un ejemplo de una saponina (diosgenina) (19) (Martinez y cols.,
2008).
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Diosgenina (19)

Figura 9. Estructura quimica de una saponina

Tomado y modificado de Martinez y cols., 2008.
Fenoles

Los fenoles se dividen en una subclase donde se incluyen los lignanos,
isoflavonas, flavonoides, antocianina, catequinas y taninos, estos
compuestos poseen diferentes funciones como disminuir el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, previenen el cancer de mama, endometrio y
préostata, también previene la degeneracion de la células de varios 6rganos,
asimismo poseen propiedades antiartriticas, antiinflamatorias, antiulcéricas,
antiagregantes, inmunoestimulantes o hepatoprotectoras, antidiarreicas y
vasoconstrictoras, la Figura 10 muestra un ejemplo de un fenol (20) (Martinez
y cols., 2012).

O/OH
Fenol (20)

Figura 10. Estructura quimica de un fenol

Tomado y modificado de Martinez y cols., 2012.

27



Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifenélicos con quince atomos de
carbono cuya estructura consta de dos anillos de benceno unidos por una
cadena lineal de tres carbonos. El esqueleto se representa por el sistema C6-
C3-C6, en el cual tienen dos anillos arométicos llamados A y B que estan
unidos por una unidad de tres carbonos que pueden formar un tercer anillo.
Se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y glicésidos, siendo
las mas comunes las flavonas (21) (Figura 11), flavonoles y mas restringidas
las isoflavonas, las chalconas y auronas, algunos de ellos como la quercetina

son mas activos que otros (Lock, 1988).

Flavona (21)

Figura 11. Estructura quimica de un flavonoide

Tomado y modificado de Lock, 1988.

Esteroles

Los esteroles son compuestos cuya estructura presenta el sistema anular
del ciclopentano perhidrofenantreno, metilos en los carbonos 10 y 13 y un
radical lineal en el carbono 17 (Martinez y cols., 2008). Se clasifican en
fitoesteroles y fitoestanoles, presentan un estructura semejante al colesterol
de origen vegetal, considerados triterpenos insaturados, los mas comunes
son los B-sitoesteroles, campesterol, estigmasterol (22) (Figura 12); éstos

pueden transformarse en acidos grasos, acidos fendlicos y hexosas; los
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fitoestanoles tienen un anillo sencillo (enlaces tipo ©) y son menos
abundantes en la naturaleza (Drago-Serrano, Lépez-Lopez y Sainz-Espufies;
2006).

Estigmasterol (22)

Figura 12. Estructura quimica de un esterol

Tomado y modificado de Drago-Serrano y cols., 2006.

Taninos

Se encuentran en las hojas, ramas y debajo de la corteza; quimicamente
son polimeros de polifenoles, sustancias con alto peso molecular. Se
clasifican en taninos hidrosolubles, que son ésteres facilmente hidrolizables
formados por una molécula de azucar unida a un variable de moléculas de
acidos fendlicos; y los taninos no hidrosolubles que tienen una estructura
guimica similar a la de los flavonoides, por hidrolisis dan azucar y acido
elagico. En la Figura 13 se indica un ejemplo de estos, como la catequina
(23), algunos son conocidos como pro-antocinidinas porque por hidrélisis

acida producen antocinidinas y leucocinidinas (Martinez y cols., 2008).
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Catequina (23)

Figura 13. Estructura quimica de un tanino

Tomado y modificado de Martinez y cols., 2008.
Cumarinas

Son compuestos derivados de la benzo-a-pirona, como la cumarina (24)
(Figura 14) , la esculetina, umbeliferona y la escopoletina, son un grupo muy
amplio de principios activos fendlicos y tienen en comun la estructura quimica
de 1-benzopiran-2-ona, se caracterizan porque presentan florescencia bajo la

luz ultravioleta a 365 nm (Martinez y cols., 2008).

0.__0
J
Cumarina (24)

Figura 14. Estructura quimica de una cumarina

Tomado y modificado de Martinez y cols., 2008.

Terpenos

Dentro de los terpenos existe una subclase en donde se encuentran los
carotenoides, fitoesteroles, capsaicina, saponinas, en la Figura 15, se
menciona un ejemplo: el colesterol (25); estos son importantes en el sistema
inmunoldgico, reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares, favorecen

a la produccién de endorfinas, provocan efectos analgésico, antiinflamatorio,
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expectorante, antiviral, citotéxico y protector contra cancer de estébmago e
intestino (Aponte, Calderdn, Delgado, Herrera, Jiménez, Ramirez, Rojas y
Toro. 2008).

Colesterol (25)

Figura 15. Estructura quimica de un terpeno

Tomado y modificado de Aponte y cols., 2008.
Quinonas

Son dicetonas ciclicas insaturadas que por reduccién se convierten en
polifenoles, siendo reversible esta reaccion. Derivan su nombre de la p-
benzoquinona como producto de oxidacion del acido quinico. Se pueden
clasificar de acuerdo con el sistema aromatico en benzoquinonas (26),

naftoquinonas, antraquinonas y fenantraquinonas (Figura 16) (Martinez y

cols., 2008).
jog
o)

Benzoquinona (26)
Figura 16. Estructura quimica de una quinona

Tomado y modificado de Martinez y cols., 2008.
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Lactonas sesquiterpénicas

Son sustancias amargas que se encuentran en todas partes de las
plantas, se derivan de los sesquiterpenos, compuestos lactonicos que se
clasifican con base en su esqueleto carbociclico como germacrandlidos (27)
(Figura 17), guaiandlidos, eudesmandlidos y pseudo-guaiandlidos entre otros
(el sufijo élido se refiere a la funcion lactona) (Lock, 1988).

Germacrandlidos (27)
Figura 17. Estructura quimica de una lactona sesquiterpénica
Tomado y modificado de Lock, 1988.

Tioles

Los tioles son un grupo de fitoquimicos que comprende los compuestos
organosulfurados, entre los cuales esta el etanotiol (28). Su funcion se
relaciona con una menor incidencia de cancer, especialmente de pulmoén,
estbmago, colon y recto, también parecen prevenir la activacion de

carcinégenos (Figura 18) (Aponte y cols., 2008).

-~ sH
Etanotiol (28)

Figura 18. Estructura quimica de un tiol

Tomado y modificado de Aponte y cols., 2008.
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Extractos vegetales

Son compuestos producidos de la obtencidén de sustancias biol6gicamente
activas presentes en los tejidos de plantas, por el uso de un solvente
(alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de
extraccion adecuado. De una misma planta, dependiendo de la parte de ella
utilizada, del solvente y de la técnica de extraccion, podremos obtener una
diferente gama de sustancias (Sharapin, 2000).

Métodos de obtencion de los extractos vegetales

Extraccion por Reflujo: es una técnica para extraer y preservar los
compuestos quimicos en las especies vegetales; esta formado por un
condensador que se usa para condensar los mismos. Durante el reflujo, la
evaporizacion de la mezcla que se hierve es seguida por la condensacion de
estos vapores sobre las paredes interiores de un condensador, éste se
refrigera con el agua que fluye por una camisa envolvente a su alrededor
(Sharapin, 2000).

Maceracion

Es un procedimiento en el que se coloca el material vegetal, desecado o
no, en un recipiente adecuado con tapa. Se agrega suficiente cantidad de
disolvente o mezcla de disolventes, hasta tapar totalmente el material
vegetal. Se deja en reposo a temperatura ambiente o en un sitio tibio durante
un tiempo indicado (3 a 7 dias aproximadamente), hasta que el material
soluble se disuelva. Se agita con frecuencia durante el tiempo de
maceracion. Seguidamente se filtra y estruja el marco para retirar el
disolvente. Para completar a volumen se hace pasar disolvente hasta

alcanzar el volumen deseado (Nadinic, Bandoni, Martino y Ferraro; 2016).
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Percolacién

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

Decoccion

Se obtiene por calentamiento a ebullicion del material vegetal con el
disolvente o con agua. Por lo general, se emplea para materiales vegetales
cuyas partes usadas sean duras como cortezas, tallos, raices, y que

contengas principios solubles en el disolvente (Nadinic y cols., 2016).

Infusion

Se utiliza para materiales vegetales con principios solubles en agua. Se
prepara en una proporcion de 50 g de material vegetal por litro de agua.
Primero de embebe el material vegetal con agua caliente y se deja reposar
por 15 minutos, luego se agrega el resto de agua hirviendo y se deja reposar
por 30 minutos. Se filtra y se exprime bien el marco. Se hace pasar agua
hirviendo por el marco hasta completar los 1.000 mL. Esta preparacion al

igual que la decoccion debe ser refrigerada, ya que se conserva por pocos
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dias; a menos que se congele o se agregue algun conservante (Nadinic y
cols., 2016).

Analisis fitoquimico preliminar o Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es una herramienta en la investigacion del
potencial biolégico y farmacoldgico que poseen las plantas. Consiste en la
obtencién de extractos de plantas con solventes apropiados, tales como
agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter. Otro solvente, el diclorometano, se
usa especificamente para la extraccion de terpenoides (Prashant, Bimlesh,
Mandeep, Gurpreet y Harleen; 2011). Posterior a la extraccion, se llevan a
cabo reacciones de coloracion (pruebas cualitativas) las cuales son
reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Algunas de las
reacciones evallan grupos de sustancias y otros la presencia de otros
compuestos como acidos grasos, azUcares reductores, polisacaridos y
mucilagos. Los resultados de las reacciones son reportados como (+) o (-)
para el metabolito de que se trate (Sharapin, 2000). A continuacién se
describen los fundamentos solo de las pruebas que se llevaron a cabo en el

presente estudio:

Pruebas para determinar alcaloides

v Ensayo de Wagner, Mayer y Dragendorff: Se basa generalmente en
la combinacién de los alcaloides con metales pesados. El reactivo de
Dragendorff es una mezcla de yoduro de potasio y nitrato de bismuto,
detectandose el alcaloide al producirse un precipitado rojo-naranja; en
la reaccion de Mayer el yoduro de potasio y el bicloruro de mercurio
junto con el alcaloide arrojan un precipitado de color blanco (Marcano

y Hasewaga, 2002). Para el reactivo Wagner, el yoduro de potasio se

35



evidencia con un precipitado marrén (Dominguez, 1973; Bruneton,
2001).

Prueba para determinar triterpenos/esteroles

v Ensayo de Lieberman-Bouchard: Esta compuesta por una mezcla
de &cido sulfurico y anhidrido acético que producen sustancias
croméforas con el ciclopentano perhidrofenantreno. La positividad de
la prueba se observa por la aparicion de un color rojo, verde o azul
(Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).

Prueba para determinar compuestos fendélicos

v' Prueba de tricloruro férrico (FeCl3): Las sustancias precipitan en
presencia de cloruro férrico. Esta respuesta se debe al efecto
producido por el ion cloruro al hidrogeno del grupo hidroxilo,
provocando una ruptura de enlace y la union del grupo fenoxido al

hierro (Coy, Parray Cuca, 2014; Dominguez, 1973).

Prueba para determinar saponinas

v Prueba de la espuma: El extracto disuelto en agua se agita
vigorosamente, la aparicion de espuma es indicio de la presencia de

saponinas (Marcano y Hasegawa, 2002).

Prueba para determinar taninos

v Ensayo de la gelatina: Permite reconocer la presencia de taninos, la
positividad de este ensayo se evidencia con la aparicion de un

precipitado blanco (Alayo y Guevara, 2012).
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Pruebas para determinar flavonoides

v Ensayo de Shinoda: El magnesio en polvo reacciona con acido
clorhidrico concentrado. El hidrégeno generado produce por reduccion
el ion flavilio, observandose un color rojo escarlata (varia desde rosa
muy débil hasta el rojo escarlata) (Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).

v' Prueba de NaOH al 10 %: La aparicion de amarillo a rojo (xantonas
y/o flavonas), café a puarpura rojizo (chalconas) y azul (antocianinas)
(Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).

Prueba para determinar cumarinas

v' Prueba de Hidroxido de Amonio concentrado (NH,OH): Las
cumarinas al ser examinadas en luz ultravioleta presentan coloracion
exaltada (fluorescencia azul-violeta) en presencia de amoniaco
(Bruneton, 2001).

Prueba para determinar antraquinonas

v Ensayo de Borntrager: La naftoquinonas y antraquinonas libres al
ser tratadas con la solucion de hidroxido amonico concentrado
(NH4OH [ ]) forman complejos de color rojo cereza (Tamayo, Verdecia
y Mojera, 2011).

Prueba para determinar quinonas

v Prueba de Acido Sulfurico concentrado (H.SO, [ ]): una pequefia
cantidad de muestra se disuelve en H,SO, [ ]. La prueba es positiva al

aparecer una coloracion roja-purpura (Bucay, 2009).
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Prueba para determinar lactonas sesquiterpénicas

v' Ensayo de Baljet: Es Util para reconocer la presencia de compuestos
con agrupamiento lacténico. La prueba es positiva, cuando aparece

una coloracioén o precipitado de color rojo (Bucay, 2009).

Prueba para determinar glucésidos cardioténicos

v Ensayo de Keller's: El desarrollo de una coloracion violacea,
persistente durante 1 a 2 horas, indica la presencia de glucésidos

cardiotonicos (Alayo y Guevara, 2012).

Bacterias

Las bacterias estan presentes constantemente en los seres vivos y, en los
humanos, ellas viven en piel, en la capa externa, en el tracto digestivo, y
algunas son eliminadas en la evacuacion. Las bacterias son los
microorganismos sobre los que se trabaja habitualmente y de los que se
tienen mayores reportes de resistencia a antibioticos. Los microorganismos
evaluados en el presente estudio se encuentran en el grupo de los
procariotas, teniendo en cuenta los microorganismos de diferentes
caracteristicas, grampositivas y gramnegativas, fermentadoras y no
fermentadoras de glucosa, de forma bacilar, cocobacilar y cocos (Romero,
2007).

Bacterias grampositivas
Son aquellas que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincion de Gram.
Esta caracteristica quimica esta intimamente ligada a la estructura de la

envoltura celular, por lo que refleja un tipo natural de organizacion

bacteriana. Son grupos principales de bacterias y, cuando se tratan como
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taxdn, se utiliza también el nombre de Posibacteria y las que restan son las

bacterias gramnegativas (Montoya, 2008).
Composiciéon de su pared celular

La pared celular de las bacterias grampositivas esta formada en un 90 %
por peptidoglicano (Figura 19), siendo éste el principal componente que
permite diferenciarlas con la pared de las gramnegativas, pues al tefirlas, es
gracias a él, al grosor que éste le proporciona, que se logra mantener la
coloracion del cristal violeta en el interior de la célula al tefiirla con la tincion
Gram. Ademas del peptidoglicano, ésta se encuentra compuesta de acidos
teicoicos, los cuales estan presentes en pequefas cantidades, se presentan
embebidos en la pared de la bacteria como polisacaridos acidos (Montoya,
2008).
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Figura 19. Pared celular de las bacterias grampositivas
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Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.
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A continuacion se describen las bacterias grampositivas evaluadas:

Staphylococcus aureus

Son cocos grampositivos, caracterizados por su agrupacion en forma de
racimo (Figura 20), inmoviles, son anaerobios facultativos, miden
aproximadamente 1um de didmetro, catalasa positivo. Crecen a una
temperatura 6ptima de 37 °C y se desarrollan en un pH ligeramente alcalino
de 7,6 (Tortora, Funke y Case, 2007; Konemam, 2008).

Figura 20. Staphylococcus aureus

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

Enterococcus faecalis

Es una bacteria inmévil y anaerobio facultativo (Figura 21), son microbios
relativamente resistentes; persisten como contaminantes en el ambito
hospitalario, en las manos, en la ropa de cama e incluso como aerosol fecal
(Tortora, Funke y Case, 2007).
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Figura 21. Enterococcus faecalis

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

Bacterias gramnegativas

Son aquellas que no se tifien de azul oscuro o de violeta por la tincion de
Gram, y lo hacen de un color rosado tenue. Esta caracteristica esta
intimamente ligada a la estructura didérmica dada por la envoltura celular,
pues presenta doble membrana celular (una externa y la otra citoplasmatica),

lo que refleja un tipo natural de organizacion bacteriana (Romero, 2007).

Composicion de su pared celular

La envoltura celular de las bacterias gramnegativas esta compuesta por
una membrana citoplasmatica (membrana interna), una pared celular
delgada de peptidoglicano, que rodea a la anterior, y una membrana externa
gue recubre la pared celular de estas bacterias. Entre la membrana
citoplasmatica interna y la membrana externa se localiza el espacio
periplasmico (Figura 22), relleno de una sustancia denominada periplasma, la
cual contiene enzimas importantes para la nutricibn en estas bacterias
(Romero, 2007).
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Figura 22. Pared celular de las bacterias gramnegativas

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

La membrana externa contiene diversas proteinas; entre ellas, las porinas
0 canales proteicos que permiten el paso de ciertas sustancias. También
presenta unas estructuras llamadas lipopolisacaridos (LPS), que estan
formados por tres regiones: el polisacarido O (antigeno), una estructura
polisacarida central (KDO) y el lipido A (endotoxina). El lipopolisacarido
contiene una toxina termoestable que se libera al romperse la bacteria,
pudiendo resistir a la esterilizacion en autoclave (Romero, 2007). Las
bacterias gramnegativas estudiadas en el presente estudio fueron las

siguientes:

Escherichia coli

Es un bacilo que mide de 1-3 um de largo por 0,5 um de ancho, se
presenta solo en pares, en cortas cadenas o formando grupos. Es movil, no
forma esporas y por lo general es no capsulado (Figura 23). En agar forma
colonias circulares de 3 a 5 mm convexas y de coloracion blanca un poco
amarillenta. Este bacilo es aerobio y anaerobio facultativo; su temperatura
Optima de crecimiento es de 37 °C, el pH favorable es de 7. Es un habitante

comun del intestino de los seres vivos (Koneman, 2008).
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Figura 23. Escherichia coli

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

Klebsiella pneumoniae

Son bacilos no flagelados, por lo tanto, son inmdviles (Figura 24). Se
encuentra frecuentemente en el suelo o el agua. Esta especie puede producir
una forma grave de neumonia en los seres humanos (Tortora, Funke y Case,
2007).

Figura 24. Klebsiella pneumoniae

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

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo aerobio, movil por medio de flagelos polares, sean Gnicos o
en mechones (Figura 25). Esta bacteria es muy comun en el suelo, produce
un pigmento soluble de color azul verdoso. Puede infectar el tracto urinario,
las quemaduras y las heridas, asi como causar sepsis, abscesos y meningitis
(Tortora, Funke y Case, 2007).
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Figura 25. Pseudomonas aeruginosa

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

Diferencias entre bacterias grampositivas y gramnegativas

v' Las bacterias grampositivas poseen una pared celular interna y una
pared de peptidoglicano. En cambio, las negativas poseen una pared
celular mas completa.

v' Las positivas no cuentan con una membrana externa. Las negativas
tienen membrana externa que forma un saco rigido alrededor de la
bacteria.

v' Las grampositivas no tienen espacio periplasmatico, mientras que las
gramnegativas si tienen, entre la superficie externa de la membrana

citoplasmatica y la interna de la membrana externa (Romero, 2007).
Actividad antibacteriana
Consiste en la medicion de algun atributo de un producto, es decir; su
efecto inhibitorio frente a microorganismos (tal efecto, se observa por la

formacion de wun halo de inhibicibn), se determina por métodos

microbiolégicos (Rea, 2012).
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Técnicas para la determinacidn de la actividad antibacteriana

Entre los métodos mas usados para evaluar la actividad antibacteriana se
encuentran el método de difusién y el método de dilucion.

Las técnicas de difusibn han sido ampliamente usadas para evaluar
extractos de plantas con actividad antibacteriana (Salie, Eagles y Lens, 1996;
Freixa, Vila, Vargas, Lozano, Adzet y Caniguera, 1998). En general se
propone usar los métodos de difusién (en papel o en pozo) para estudiar
compuestos polares, y los métodos de dilucién para sustancias polares y no
polares. Las metodologias aplicadas siempre consideran la estandarizacion
de la concentracion bacteriana a utilizar, con el animo de evitar un
crecimiento exhaustivo, que impida el analisis de los resultados o
proporcione resultados errados lo cual puede variar significativamente la
respuesta del extracto vegetal o aceite, indicando la necesidad de utilizar
concentraciones mayores de éste para inhibir el crecimiento del
microorganismo. La concentracion de bacterias usada para el estudio de
susceptibilidad en el laboratorio ha sido estandarizado en 5 x 10® unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL, lo cual equivale a un patron de 0,5 en la
escala de McFarland. Es recomendable tomar el in6culo de cultivos en la
fase exponencial de crecimiento y siempre tomar 4 0 5 colonias de un cultivo

puro para evitar seleccionar variantes atipicas (Anon, 2003).

Método de difusién o Kirby-Bauer

El método Kirby-Bauer (método de difusion en agar) es empleado para
determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibiético o
guimioterapico. Este método comprende lo que se denomina un antibiograma
o prueba de susceptibilidad bacteriana frente a drogas especificas (Pedrique
de Aulacio, 1992).
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En este método, el microorganismo es inoculado en la superficie de una
placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con una
concentracion conocida del antibidtico. Las placas se incuban por 16-18
horas a 35-37 °C. Durante la incubacion, el antibiético difunde radialmente
desde el disco a través del agar, por lo que su concentracién va
disminuyendo a medida que se aleja del disco. En un punto determinado, la
concentracion del antibidtico en el medio es incapaz de inhibir al germen en
estudio. El diametro del area de inhibicion alrededor del disco puede ser
convertido a las categorias de sensible, intermedio o resistente (S, I, o0 R) de
acuerdo con tablas publicadas por los organismos encargados del control de
tales meétodos, por ejemplo, el Comité Nacional de Estandar de Laboratorios
Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica (National Committee for
Clinical Laboratories Standards, 2022) (Pedrique de Aulacio, 1992; Lizcano y
Vergara, 2008).

Métodos de dilucion

El método de dilucién en agar o en caldo como test de susceptibilidad
microbiana es utilizado para determinar la concentracién bactericida minima
(CBM) (Anon, 2003), vy la concentracion inhibitoria minima (CIM) (Aberg,
Goldman, Gray y Long; 2001; McDermott, Bodeis-Jones, Fritsche, Jones y
Walker, 2005), la cual es definida como la concentracibn mas baja de
sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
después de incubar por 24 horas, y la (CBM) como la concentracion mas
baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo después de
subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado, estas variables son
una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos (Andrews, 2001).

En la técnica de dilucion en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdiluciéon) que contienen concentraciones crecientes del extracto

vegetal. El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o
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pozos de las microplacas y la CIM es determinada después de la incubacion
(Wilkinson, 2007). En el método de dilucién en agar, las cajas se siembran
por profundidad con una determinada concentracion de extracto vegetal,
luego se inoculan con el microorganismo en estudio y se incuban por 24
horas, después de ésta, se examina si el microorganismo crece o0 no en cada
una de las cajas (Langfield, Scarano, Heitzman, Kondo, Hammond y Neto;
2004).

Definicion Operacional de Términos
Metabolitos secundarios

No son fundamental en la vida del organismo, de manera que luego de los
procesos de crecimiento, se llevan a cabo procesos adicionales de los que se
generan compuestos usados como ventajas frente a los demas seres en el
ecosistema para su supervivencia en el entorno, y algunos son de interés en
el uso de productos naturales (Taiz y Zeige, 2006; Bonilla 2011).

Antibioticos

Son agentes terapéuticos de accion bactericida o bacteriostatica sobre un

espectro mas o menos amplio de gérmenes patégenos (Plasencia, 2003).

Antibacterianos

El término antibacteriano, se refiere a un agente que interfiera con el

crecimiento y la actividad de las bacterias (Montoya, 2008).
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Bactericida

Es entendida como la accion mediante la cual se eliminan los

microorganismos de una matriz (Montoya, 2008).
Bacteriostético

Se refiere Unicamente a la supresion del crecimiento y desarrollo
bacteriano, de tal modo que mientras el agente antibacteriano esté en
contacto con la bacteria se impide la proliferacion (Montoya, 2008).

Fitoterapia

Es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal

con una finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado

patolégico (Canigueral, Dellacassa y Bandoni, 2003).

Operacionalizacion de las Variables

En las Tablas 4 y 5, se describen las variables de esta investigacion; una
variable dependiente: Actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de
Anacardium excelsum y una variable independiente: Composicién quimica

de los extractos obtenidos de Anacardium excelsum.
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Tabla 4. Operacionalizacion de

Antibacteriana

la Variable

Dependiente:

Actividad

1.Variable 2.Tipo de variable 3.Definicion Conceptual
¢ Qué es?
Se define  como la
propiedad de las plantas de
producir una  sustancia
Dependiente capaz de eliminar los
Actividad Antibacteriana Cuantitativa microorganismos 0 inhibir

su crecimiento, se debe a
los constituyentes activos
presentes en los extractos
obtenidos de las plantas
(Martinez y cols., 2012).

4.Definicion operacional
¢,COmo se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

La actividad antibacteriana
se puede medir mediante el
Método de difusibn en
disco (Kirby-Bauer).

» Cepas grampositivas:

*Staphylococcus aureus
ATCC 25923
*Enterococcus faecalis
ATCC 29219

» Cepas gramnegativas:
* Escherichia coli ATCC
25922

* Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357
*Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Presencia o ausencia del
halo de inhibicion.

Elaborado por: Cordero, Perniay Rios, 2022.
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Tabla 5. Operacionalizacién de la Variable Independiente: Composicion

quimica de los Extractos Obtenidos de Anacardium excelsum

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion Conceptual
.Qué es?

Composicion quimica de
los Extractos Obtenidos
de Anacardium excelsum

Independiente
Cualitativa

Son compuestos producidos de la
obtencion de sustancias
biologicamente activas presentes
en los tejidos de plantas, por el uso
de un solvente (alcohol, agua,
mezcla de estos u otro solvente
selectivo) y un proceso de
extraccion adecuado (Cruz y Vela,
2011).

4.Definicion operacional
.,Como se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

Pruebas quimicas como
Tamizaje Fitoquimico

Compuestos
presentes como

guimicos

Alcaloides
Ensayo de Wagner, Mayer y
Dragendorff

Precipitado color rojo

Triterpenos/esteroles
Ensayo de Lieberman-
Bouchard

Aparicion de un color rojo, verde o azul

Compuestos fendlicos
Prueba de tricloruro férrico
(FeClI3)

Formacién de un precipitado

Saponinas
Prueba de la espuma

Formacién de espuma

Taninos
Ensayo de la gelatina

Precipitado blanco

Flavonoides
Ensayo de Shinoda
Prueba de NaOH al 10%

Aparicion de un color rojo escarlata

Cambio de color café a naranja

Cumarinas
Prueba de Hidroxido de
Amonio (NHOH4)

Fluorescencia azul-violeta

Antraquinonas
Ensayo de Borntrager

Color rojo cereza

Quinonas
Prueba de H2S0O4 [ ]

Coloracién roja

Lactonas sesquiterpenos
Ensayo de Baljet

Coloracién o precipitado de color rojo

Glucésidos cardiotonicos
Ensayo de Keller’s

Coloracion violacea

Elaborado por: Cordero, Perniay Rios, 2022.
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Hipotesis

En estudios anteriores sobre el género Anacardium se han aislado
compuestos quimicos con propiedad antibacteriana, por tal motivo se podria
deducir que los extractos de las hojas de la especie Anacardium excelsum;
contengan compuestos similares con posible actividad antibacteriana en

cepas de bacterias grampositivas y gramnegativas.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion tiene relacion con la interrogante de estudio, en el
cual se resalta lo que se quiere saber. Pues, esto marca el logro general que
se desea conseguir durante el proceso de la investigacion. En consecuencia,
el verbo a utilizar en el objetivo tiene que implicar un logro (Hurtado 2010).
En este estudio la investigacion fue de tipo confirmatoria, la cual tuvo como
propésito confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la

composicion quimica de los extractos obtenidos de Anacardium excelsum.

Disefio de Investigacion

Segun Hurtado (2010), “el disefio de la investigacion se debe precisar por
medio de las estrategias que se implementan para recolectar la informacion
en una fuente determinada, en un tiempo determinado y en una cantidad o
amplitud asociada a lo que se quiere saber”. Por lo cual, la presente
investigacion se llevd a cabo mediante un disefio de campo y experimental,
ya que las muestras se recolectaron en su habitat natural y ademas, un

disefio de laboratorio.
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Poblaciéon y Muestra

Unidad de Investigacion

Una vez definido el tipo y disefio de la investigacion, se describe a
continuacién la poblacién o universo objeto de este estudio. Segun lo sefiala
Arias (2006) por poblacion se entiende:

La poblacién, o en términos mas precisos poblacién objetivo, es un conjunto

finito o infinito de elementos con caracteristicas comunes para los cuales

seran extensivas las conclusiones de la investigacion. Esta queda delimitada
por el problema y por los objetivos del estudio (p.81).

Es decir, la poblacion estad constituida por el conjunto de entes en los
cuales se va a estudiar el evento, y que ademas comparten caracteristicas
comunes. Por lo tanto, se tiene que el grupo de estudio estuvo representado
por la especie Anacardium excelsum recolectada en el Jardin Botanico "Ing.

Carlos Liscano”, San Juan de Lagunillas.

Seleccion del Tamano Muestral

La “n” muestral estuvo representada por 710 g de las hojas frescas de la

especie Anacardium excelsum.

Sistema de variables

Las variables relacionadas con el objetivo de esta investigacion son las
siguientes: Variable dependiente (VD). Actividad antibacteriana, variable
independiente (VI): Composicion quimica de los extractos (hexano y etanol)

de las hojas de la especie Anacardium excelsum.
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Instrumentos de Recoleccién de Datos

Un instrumento de recoleccion de datos es cualquier recurso, dispositivo o
formato (en papel o digital), que se utiliza para obtener, registrar o almacenar
informacién (Arias, 2006). Por esto, los datos encontrados en los extractos de

Anacardium excelsum fueron registrados mediante tablas, fotos, entre otros.

Procedimiento de la Investigacion

1. Recoleccion de las muestras vegetales: La muestra vegetal fue
recolectada por Pernia, Live’s y Rios, Katherine; en el Jardin Botanico
"Ing. Carlos Liscano”, San Juan de Lagunillas de la Universidad de
Los Andes. Fue procesada e identificada taxondmicamente por el Dr.
Pablo Meléndez Director-Curador del Herbario MERF. Asimismo, se
depositdé una muestra para el vaucher coleccion # 01 en el herbario
MERF “Dr. Luis Enrique Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis, Universidad de Los Andes (Figura 26).
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Figura 26. Vaucher de la muestra de Anacardium excelsum
Elaborado por: Meléndez, 2022.
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e Seleccion de la materia primay de la especie: Se seleccion6
las hojas verdes, frescas en buen estado de la especie

Anacardium excelsum.

2. Tratamiento de la materia prima
e Secado: Se procedié al secado de las hojas a temperatura
ambiente por un tiempo determinado.
e Triturado y pesada: Seguidamente se realiz6 el triturado de
las hojas con la ayuda de una licuadora. Posteriormente se

peso con una balanza analitica para conocer su peso final (532

9)-

3. Obtencion del extracto de la especie Anacardium excelsum

e La muestra fue sometida a extraccion por reflujo, utilizando
como solventes hexano (60 °C) y etanol (40 °C).

e Concentracion de los extractos en un rotavapor: una vez
obtenido los extractos (hexano y etanol), se concentraron,
utilizando un rotavapor a la temperatura de 40 °C. El producto
seco se peso: el extracto de hexano registro un peso de 74,29 g
y el extracto de etanol 136,15 g y se colocaron en un envase
de color ambar.

e Almacenamiento y posterior refrigeracion de los extractos a 4°C.

4. Tamizaje fitoquimico de la especie Anacardium excelsum
Las pruebas cualitativas llevadas a cabo para determinar los metabolitos
secundarios, presentes en los extractos (hexano y etanol) de las hojas de la

especie Anacardium excelsum fueron las siguientes:
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Pruebas para determinar alcaloides

v' Wagner/Mayer/Dragendorff: Se disolvié una porcion de los extractos
(hexano y etanol) en 2 mL de HCI al 5 %, luego se agito, filtré y se
tom6 una alicuota a la que se le afadié gotas de los diferentes

reactivos (Wagner, Mayer y Dragendorff).

Prueba para determinar triterpenos/esteroles

v' Lieberman-Bouchard: A una pequefia porcion de los extractos
concentrados (etanol y hexano) se le afiadio 1 mL de anhidrido acético
y luego se estratifico con 2-3 gotas de H,SO,4 concentrado, se dejo en

reposo por 5 minutos.
Prueba para determinar compuestos fendlicos
v' Prueba de tricloruro férrico (FeCls): Al extracto (etanol) se le
adicion0, algunas gotas de tricloruro férrico al 1 %.

Prueba para determinar saponinas

v' Prueba de la Espuma: Se prepard una solucién acuosa del extracto
de etanol y se coloc6 1 mL de cada uno en un tubo de ensayo, se
agitaron vigorosamente durante 1 minuto y se midié con una regla, la

altura de la espuma.

Prueba para determinar taninos

v' Ensayo de la Gelatina: Se disolvid 10 mg del extracto (etanol) en 10

mL de una solucion de gelatina (1 %) y cloruro de sodio (10 %).
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Pruebas para determinar flavonoides

v Ensayo de Shinoda: A 1 mL de los extractos (hexano y etanol)
diluidos, se le adicion6é una pequefia cantidad de magnesio metalico y
3 gotas de HCI concentrado.

v" Prueba de NaOH al 10 %: Las soluciones de los extractos (hexano y
etanol) acuosos se trataron con 1 mL de una solucion de hidréxido de
sodio al 10%.

Prueba para determinar cumarinas

v' Prueba de Hidréxido de Amonio (NH4OH): La boca del tubo de
ensayo conteniendo la solucion del extracto (etanol), se cubrié con un
circulo de papel de filtro previamente tratado con solucion de hidroxido
de amonio 1 N. Se coloc6 durante unos minutos en agua hirviendo,
posteriormente se retird el papel filtro y se examind bajo la luz

ultravioleta.
Prueba para determinar antraquinonas
v Ensayo de Borntrager: A 10 mg del extracto (etanol), se le agreg6 1
gota de hidroxido de amonio concentrado (NH4OH).

Prueba para determinar quinonas

v' Prueba de H,SO, [ ]: A 10 mg de cada extracto (hexano y etanol)
contenido en una capsula de ceramica, se le adicioné 1 gota de acido

sulfarico concentrado.
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Prueba para determinar lactonas sesquiterpenos

v Ensayo de Baljet: Se disolvi6 10 mg de los extractos (hexano y
etanol), en 2 mL de HCI concentrado y se le adicion6 de 3 a 4 gotas
del reactivo de Baljet.

Prueba para determinar glicésidos cardioténicos

v' Ensayo de Keller’'s: Se disolvi6 10 mg de cada extracto (hexano y
etanol) en el reactivo de Keller’s, al mismo se le adicion6 unas gotas

de H,SO,4 concentrado.

5. Actividad antibacteriana del extracto (etanol) de las hojas de la
especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels en cepas

de bacterias grampositivas y gramnegativas

Los microorganismos evaluados se obtuvieron del Cepario del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y

Bioandlisis de La Universidad de Los Andes. Estos fueron los siguientes:

» Cepas grampositivas:
*Staphylococcus aureus ATCC 25923

*Enterococcus faecalis ATCC 29219

» Cepas gramnegativas:
* Escherichia coli ATCC 25922

* Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

* Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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5.1.

Preparacién del prein6culo bacteriano: Empleando las cepas de
referencias internacional pertenecientes a la Colecciéon de Cultivos
Tipo Americano (ATCC), se realiz6 un repique bacteriano en medio
de cultivo agar nutritivo.

Preparacién de las placas para el antibiograma: Se preparo el
agar Mueller-Hinton bajo estrictas condiciones de esterilidad, se
coloc6 el medio de cultivo, aproximadamente 20 mL en cada placa
y se dejaron solidificar a temperatura ambiente para luego ser
inoculadas.

Preparacion del in6culo: Luego de haber preparado los
preindculos bacterianos se procedid a preparar los inoculos
tomando una asada de las colonias bacterianas para ser
resuspendidas en los tubos de ensayo con solucién salina estéril
(0,85 %), hasta que la turbidez fue igual a la del patron de
MacFarland 0,5 que contiene aproximadamente 10° unidad
formadora de colonia (UFC) por mililitros.

Preparacion de los discos: Los discos de papel de filtro con un
diametro de 6 mm, se impregnaron con 10 pL del extracto, los
cuales fueron preparados con el solvente de extraccion (etanol) a la

concentracion de 10.000 ppm.

Ensayo microbiolégico: La determinacion de la actividad
antibacteriana se llevd a cabo empleando la técnica de difusion de
disco en agar o método de Kirby-Bauer, el cual se fundamenta por la
difusion radial del material impregnado en los discos de papel de filtro,
gue al absorber agua difunde a través del espesor del agar formando

un gradiente de concentracion.

e Inoculacién de las placas: El inéculo previamente preparado
fue tomado con ayuda de un hisopo estéril evitando los excesos

de humedad rotando el mismo por las paredes del tubo de
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5.2.

ensayo, luego se sembrd la muestra en la placa de agar
Mueller-Hinton.

e Colocacién de los discos: Una vez sembradas todas las
placas con los diferentes microorganismos a ensayar, se
colocaron los discos de papel filtro previamente impregnados
con una concentracion determinada del extracto de etanol de
las hojas de la especie Anacardium excelsum de manera
equidistante, también se ubicaron los discos de antibiéticos de
referencia (controles positivos) para cada microorganismo
(Eritromicina® 15 pg/ Staphylococcus aureus ATCC 25923;
Ampicilina® 10 pg/Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy
Piperacilina® 100 png/Klebsiella pneumoniae ATCC 23357,
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853), como control negativo se usoé el dimetisulféxido
(DMSO).

e Seguidamente, las placas de agar Mueller-Hinton se dejaron a
temperatura ambiente por 30 minutos, luego se incubaron a 37
°C durante 24 horas, en atmosfera aerdbica (National

Committee for Clinical Laboratory Standards, 2020).

Lectura de las placas: Las lecturas se realizaron a través de la
medicion de los halos de inhibicion en milimetros (mm). Se tomé como
resultado sensible (actividad antibacteriana) la observacion de un halo
de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco, la
ausencia del halo; se interpreté como negativo o resistente (sin

actividad antibacteriana) (Esquema 1).
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Esquema 1. Procedimiento de la investigacion

1. Recoleccion de la planta
Anacardium excelsum

\
1.1 Seleccion de la materia
prima y de la especie

l

| 2. Tratamiento |

Y

3. Obtencidn de los extractos
de la especie A. excelsum

l

3.1 La muestra fue sometida a extraccién por reflujo
en caliente utilizando como solventes

Elaborado por: Cordero, Perniay Rios, 2022.
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Esquema 1. Procedimiento de la investigacion

(Continuacién)

3.2 Concentracion de los extractos en
un rotavapor

Y
— Ensayos F———r

Y \i
| Extractos de hexano y etanol | | Extracto de etanol |

Y Y
| Tamizaje fitoquimico | | Prueba de difusion en disco |

Determinacion de metabolitos

X - Preparacion del inéculo bacteriano
secundarios

- Inoculacion en agar Muieller-Hinton
- Colocacion de los discos de papel
impregnados con el extracto (etanol)
- Lectura del halo de inhibicion
- Expresion de resultados mediante las
categorias:

Sensible

Intermedio

Resistente

Elaborado por: Cordero, Perniay Rios, 2022.
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Disefio de anéalisis

Los resultados de la investigacidon en curso fueron analizados mediante un
enfoque cuantitativo. Donde se relaciond el crecimiento bacteriano in vitro de
cada una de las cepas en estudio, contra la accion antibacteriana que
presentd el extracto obtenido para dicho analisis; tal como lo proponen
Palella y Martins, 2009. Los datos se analizaron, segun el disefio cuali-
cuantitativo.

63



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

RESULTADOS

Determinacion del % de rendimiento de los extractos hexano y etanol

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

Peso final del extracto obtenido
%R = — * 100
Peso inicial de la muestra

Tabla 6. Resultados obtenidos del porcentaje de rendimiento

EH EE
Peso inicial (g) 532 532
Peso final (g) 74,29 136,15
% R 13,96 25,59

Leyenda: EH: extracto de hexano, EE: extracto de etanol, % R: porcentaje de rendimiento.

Tamizaje Fitoquimico

Las pruebas quimicas realizadas a los extractos de hexano y etanol de las
hojas de la especie A. excelsum, mediante tamizaje fitoquimico, revelaron la
presencia de compuestos tales como: Triterpenos y esteroles con la reaccion
de Liebermann-Burchard (en el extracto de hexano y etanol), fenoles con la
reaccion de FeCls (solo en extracto de etanol), taninos con el ensayo de la

gelatina (solo en extracto de etanol), flavonoides con el ensayo de Shinoda
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siendo positivo solo con el extracto de etanol y con la prueba de NaOH al 10
%, positivo con el extracto de etanol, especificamente del tipo xantonas y/o
flavonas; lactonas sesquiterpenos con el ensayo de Baljet (extracto de
hexano y etanol) y glicosidos cardiotonicos con el ensayo de Keller’s,
positivo solo con extracto de etanol.

Mientras que, no se identificaron alcaloides, saponinas, cumarinas,
antraquinonas y quinonas, por tanto se podria inducir que dichos compuestos
no se encuentran en las hojas de la especie A. excelsum o0 sus

concentraciones son tan bajas que no se lograron detectar (Tabla 6).
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Tabla N° 7. Tamizaje Fitoquimico de los Extractos hexano y etanol de las

hojas de la especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

Extracto Hexano

Extracto Etanol

Metabolito Prueba Hojas Hojas
Dragendorff ND +
Alcaloides Mayer ND .
Wagner ND i
_ Reaccion de
Triterpenos y Liebermann- T+ +
Esteroles Burchard (Verde/esteroles)  (Verdelesteroles)
Reaccion con ND ++
Comgu_estos FeCl;al 1% (Verde-negro)
fendlicos
Saponinas Reaccion de ND -
Espuma
Taninos Reactivo Gelatina T
(Precipitado
ND blanco)
Reaccion de - ++
Shinoda (Rojo)
Flavonoides Prueba con NaOH - ++
al 10 % (Naranja)
(Xantonas y/o
flavonas)
Cumarinas Prueba con ND -
NH,OH [ ]
Antraquinonas Prueba con ND -
NH;OH [ ]
Quinonas Prueba con H,SO, - -
[]
Lactonas Ensayo de Baljet ++ ++
sesquiterpenos (Amarillo) (Color café)

Glicosidos
cardioténicos

Ensayo de Keller’s

++
(Anillo color
marron)

Leyenda: ND: No detectado +++: Abundante; ++: Moderado +: Presente; -: Ausente

66



v Alcaloides: Al agregar el reactivo de Drangendorff, se observo la
formacién de un precipitado, se tratd de un falso positivo; ya que en
los reactivos de Mayer y Wagner, no se formé el precipitado, lo que
indica que fue negativo (Figura 27).

ALCALOIDES

Etanol

Figura 27. Determinacién de alcaloides del extracto etanol

Foto tomada por Pernia 'y Rios, 2022.

v' Triterpenos/esteroles: Al realizar la estratificacion con el H,SO, y
dejado en reposo el tiempo correspondiente, se visualizé la aparicion

del color verde, indicativo de un ensayo positivo para esteroles (Figura
28).

Figura 28. Determinacién de triterpenos y esteroles del extracto hexanoy

etanol
Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.
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Compuestos fendlicos: Esta prueba fue positiva, debido a que al adicionar

el reactivo, se formé un cambio de color (verde-negro) (Figura 29).

Figura 29. Determinacién de compuestos fendlicos del extracto etanol
Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.

v' Saponinas: No se observé la formacién de espuma en el extracto de

etanol de las hojas, siendo esta prueba negativa (Figura 30).

Foto tomada por
Figura 30. Determinacién de saponinas del extracto etanol
Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.

v' Taninos: Su positividad se evidencié tras la aparicion de un

precipitado blanco (Figura 31).
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Figura 31. Determinacion de taninos del extracto etanol

Foto tomada por Pernia 'y Rios, 2022.

v' Flavonoides: El ensayo de Shinoda y la prueba de NaOH al 10 %,
resultaron positivas en el extracto de etanol; en virtud de que en el
primero se formd una coloracién roja y en la segunda una coloracion
naranja (presencia de flavonoides del tipo xantonas y/o flavonas)
(Figura 32).

FLAVONOIDES

Reaccion de Shinoda Prueba con NaOH al 10 %

Figura 32. Determinacién de flavonoides de los extractos de hexano y etanol
Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.

v" Cumarinas: Al examinar el extracto de etanol tratado con el hidroxido

de amonio concentrado (NH4OH [ ]) bajo la luz ultravioleta, no se
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observo la coloracién exaltada caracteristica (fluorescencia azul-

violeta) (Figura 33).

CUMARINAS

Etanol

Figura 33. Determinacion de cumarinas del extracto etanol

Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.

v' Antraquinonas: No se formé el complejo rojo-cereza, lo que quiere

decir que el ensayo fue negativo (Figura 34).

NTRAQUINONAS

g

Figura 34. Determinacion de antraquinonas del extracto etanol
Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.

v" Quinonas: Al disolver los extractos de hexano y etanol con el H,SO4[],
no se percibié la coloracion roja-parpura, lo cual denota a la prueba

como negativa (Figura 35).
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Figura 35. Determinacién de quinonas de los extractos de hexano y etanol
Foto tomada por Pernia 'y Rios, 2022.

v' Lactonas sesquiterpenos: La aparicion del color café en el extracto
de etanol y el color amarillo en el extracto de hexano, fue indicativo de

un ensayo positivo (Figura 36).

Figura 36. Determinacién de lactonas sesquiterpenos de los extractos

de hexano y etanol
Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.

v' Glicosidos cardiotonicos: El ensayo fue positivo para el extracto de

etanol, ya que se desarroll6 un anillo muy marcado, color marrén

(Figura 37).
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Figura 37. Determinacién de glicésidos cardiotdnicos de los extractos de

hexano y etanol
Foto tomada por Pernia y Rios, 2022.

Actividad Antibacteriana del Extracto Etandlico Obtenido de la Especie

A. excelsum

Los resultados obtenidos del extracto de etanol de las hojas de la especie
A. excelsum, evaluados mediante la técnica de difusion de disco en agar, se
encuentran reflejados en la Tabla 7. EI mencionado extracto, mostro
actividad frente a las cepas de bacterias grampositivas como Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) con un halo de inhibicion de 15 mm (Figura 38) y
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) con un halo de inhibicibn de 7 mm
(Figura 39), asi como también; en las bacterias gramnegativas Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357) con un halo de inhibicién de 9 mm (Figura 40),
Escherichia coli (ATCC 25922) con un halo de inhibicion de 7 mm (Figura

41) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) con un halo de inhibicion de 9
mm (Figura 42).
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Figura 38. Ensayo del extracto de etanol en S. aureus

Foto tomada por Cordero, 2022.

Figura 39. Ensayo del extracto de etanol en E. faecalis

Foto tomada por Cordero, 2022.
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Figura 40. Ensayo del extracto de etanol en K. pneumoniae
Foto tomada por Cordero, 2022.

Figura 41. Ensayo del extracto de etanol en E. coli
Foto tomada por Cordero, 2022.
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Figura 42. Ensayo del extracto de etanol en P. aeruginosa
Foto tomada por Cordero, 2022.
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Tabla 8. Resultados de la Actividad Antibacteriana del Extracto de etanol de

las Hojas de la Especie Anacardium excelsum (Bertero ex Kunth) Skeels

Halos de inhibicién en mm

Concentracion EHE Antibi6ticos de

Microorganismos _
(ppm) referencia

PIP  AM ERI

Staphylococcus
aureus 10.000 15 - - 26
ATCC 25923
Enterococcus
faecalis 10.000 7 - 17 -
ATCC 29212
Klebsiella
pneumoniae 10.000 9 18 - -
ATCC 23357

Escherichia coli
ATCC 25922

10.000 7 21 - -

Pseudomonas
aeruginosa 10.000 9 32 - -
ATCC 27853

Leyenda: EHE: Extracto de hojas de etanol, PIP: Piperacilina® 100 pg; AM:
Ampicilina® 10 ng; ERI: Eritromicina® 15 pg; 10.000 ppm: partes por millon;
mm: Milimetros.

Elaborada por: Codero, Pernia y Rios, 2022.
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Discusiones

Los ensayos realizados a los extractos de hexano y etanol de las hojas de
la especie Anacardium excelsum mediante tamizaje fitoquimico demostraron
la presencia de compuestos quimicos como triterpenos y esteroles con la
reaccion de Liebermann-Burchard, fenoles con la reaccion de FeCls, taninos
con el ensayo de la gelatina, flavonoides con el ensayo de Shinoda y con la
prueba de NaOH al 10 %, lactonas sesquiterpenos con el ensayo de Baljet y
glicosidos cardiotonicos con el ensayo de Keller’'s. Con el reactivo de
Dragendorff, se presentd un caso muy particular: positivo para alcaloides, sin
embargo; se tratd de un falso positivo, debido a la presencia de interferentes
como lactonas, esteroles y triterpenos, los cuales reaccionan al ensayo
produciendo un precipitado (Miranda y Cuéllar, 2012).

Lo descrito anteriormente, coincide con lo reportado por Tasayco y
Zamallo (2021), estos autores  determinaron en el extracto hidroalcohdlico de
hojas Anacardium occidentale L., la presencia de metabolitos bioactivos,
como flavonoides, alcaloides y compuestos fenolicos. Ademas Jaramillo y
cols (2019), analizaron los extractos butandlicos de A. occidentale y
observaron la presencia de compuestos de tipo fendlico, flavonoides y en
algunos casos de tipo alcaloidal. Aunado a ello, concuerda con el estudio
realizado por Rojas y cols (2021), estos sefialaron que las fracciones (acetato
de etilo y acetona) derivadas del extracto de las hojas de A. excelsum
contenian compuestos de tipo fendlico, taninos, terpenos de tipo triterpenos y
terpenos de tipo esteroide.

En lo que respecta a la actividad antibacteriana, el extracto de etanol de
las hojas de la especie Anacardium excelsum a la concentracion de 10
mg/mL, inhibi6 las bacterias grampositivas: Staphylococcus aureus (15 mm)
y Enterococcus faecalis (7 mm) y las bacterias gramnegativas: Klebsiella
pneumoniae (9 mm), Escherichia coli (7 mm) y Pseudomonas aeruginosa (9

mm); tal aseveracion guarda relacién con el estudio realizado por Tasayco y
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Zamallo (2021), los cuales evaluaron la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Anacardium occidentale L., resultando positiva
dicha actividad frente a Staphylococcus aureus. Ademas coincide, por lo
descrito por Rojas y cols (2021), quienes encontraron que las fracciones de
los extractos de A. excelsum, presentaron actividad antimicrobiana en casi
todos los microorganismos evaluados: S. mutans, S. aureus, E. faecalis y C.
albicans excepto en E. coli; a una concentracion de 10 mg/mL, con halos de
inhibicién de 9 mm a 11 mm.

En el mismo orden de ideas, Salehi y cols (2020), mediante una revisién
comentaron que el extracto seco obtenido de la hoja de la especie A.
occidentale (concentracion de 200 mg/mL), demostré actividad contra S.
aureus con un halo de inhibicion de 12 mm; seguidamente el extracto
etandlico de la hoja seca de A. occidentale en un rango de concentracion
inhibitoria minima (CIM) de 250 pug/mL-500 pg/mL, mostro halos de inhibicidn
de 15 mm para E. colii y 13 mm para P. aeruginosa. De igual forma el
ensayo de los extractos acuoso y el extracto hidroalcohdlico de las hojas
secas de A. occidentale contra cepas de S. aureus, E. coliy K. pneumoniae,
evidenciaron inhibicion sobre S. aureus a 75 mg/mL y 150 mg/mL, con el
extracto acuoso un halo de inhibicién de 9,5 mm e hidroalcohdlico un halo de
inhibicion de 10 mm.

Asi también, Jaramillo y cols (2019), encontraron sensibilidad en los
microorganismos evaluados: S. aureus con la fraccién de butanol, el halo de
inhibicion fue de 4 mm, procedente del extracto de hexano fraccionado del
extracto crudo de acetona y, la fraccién de butanol un halo de inhibicion de 6
mm, obtenida directamente del extracto crudo de acetona; las mismas
fracciones de los extractos, mostraron potencial antifangico frente a
Aspergillus niger y Trichophytum rubrum. Farias y cols (2018), detectaron en
extractos crudos y fraccionados de las hojas de A. occidentale L., después de

ser irradiados con 10 kilogray (kGy) de Cobalto (Co); un aumento significativo
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en la actividad antibacteriana sobre cepas multirresistentes de
Staphylococcus aureus.

Finalmente, guardd similitud con los resultados obtenidos por Urrea y
Sequeda (2012), los cuales a partir del extracto etandlico floral de
Anacardium excelsum identificaron compuestos activos para combatir
microorganismos patdgenos, utiles en la preservacion de alimentos; incluso
se han reportado metabolitos secundarios, principalmente, compuestos
fendlicos con actividad antibacteriana y antioxidante (Sequeda-Castafieda,
2008; Celis y cols., 2011).

Es de hacer notar, que las diferencias del trabajo en cuestién con
respecto a los trabajos citados como: alcaloides positivos, halos de inhibicién
en mm; pueden deberse a la especie estudiada, su distribucion geografica,
el solvente y técnica utilizada para obtener los extractos.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

Efectivamente existe relacién entre la actividad antibacteriana vy la
composicion quimica de los extractos de Anacardium excelsum en
cepas de bacterias grampositivas y gramnegativas.

En el presente estudio, las pruebas de tamizaje fitoquimico llevadas a
cabo en los extractos de etanol y hexano de las hojas de la especie A.
excelsum revelaron la presencia de metabolitos secundarios como
triterpenos y esteroles con la reaccion de Liebermann-Burchard
(extracto de hexano y etanol), fenoles con la reaccion de FeCl;
(extracto de etanol), taninos con el ensayo de la gelatina (extracto de
etanol), flavonoides con el ensayo de Shinoda Yy con la prueba de
NaOH al 10% (extracto de etanol), especificamente del tipo xantonas
y/o flavonas; lactonas sesquiterpenos con el ensayo de Baljet (extracto
de hexano y etanol) y glicésidos cardiotonicos con el ensayo de
Keller’'s (extracto de etanol).

El método para determinar la sensibilidad antibacteriana (Kirby-
Bauer), ensayado en el extracto de etanol de las hojas de la especie
A. excelsum a la concentracion de 10.000 ppm devel6 una
susceptibilidad en las bacterias grampositivas: Staphylococcus aureus
(15 mm) y Enterococcus faecalis (7 mm); ademas en las bacterias
gramnegativas: Klebsiella pneumoniae (9 mm), Escherichia coli (7

mm) y Pseudomonas aeruginosa (9 mm).
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Estos resultados abren nuevos horizontes en cuanto terapia
alternativa se refiere, ya que podria utilizarse para elaborar farmacos
capaces de tratar afecciones de tipo antibacteriano.

Ademas, representa un aporte significativo para futuras
investigaciones puesto que, es uno de los pocos estudios que hay,
mas recientes y actualizados sobre la especie A. excelsum

81



RECOMENDACIONES

Determinar la concentracion mas baja (CIM) del extracto de etanol de
las hojas de la especie A. excelsum, que puede inhibir el crecimiento
de las bacterias ensayadas.

Debido a que, tal especie posee abundantes taninos, responsables en
gran medida de la actividad antiinflamatoria y antioxidante, seria
preciso evaluar su efecto in vivo, en modelos de animales
experimentales (ratones, ratas).

Realizar un estudio de tamizaje fitoquimico y actividad antimicrobiana
de la especie A. excelsum, utilizando otras partes de la planta (raices,
flores, tallos) e incluir cepas fungicas, mediante el método de difusion
y dilucion.

Llevar a cabo una investigacion sobre la composicion quimica y
actividad antimicrobiana del aceite esencial de A. excelsum, mediante
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(CG/EM).
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