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Resumen

Desde hace tiempo las plantas medicinales se han utilizado como agentes
terapéuticos, debido a la presencia de estructuras quimicas denominadas
metabolitos secundarios. En la actualidad, existen algunos microorganismos
como las bacterias que han desarrollado mecanismos de resistencia frente a
los antibioticos, por lo cual se ha retomado el uso de plantas en busqueda de
nuevas alternativas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad
antibacteriana del extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.)
en cepas de referencia internacional, realizada en el laboratorio C de
productos naturales “Dr. Antonio Morales” del Instituto de Investigaciones de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Un
primer estudio permitio determinar con el tamizaje fitoquimico la presencia en
altas concentraciones de antraquinonas y glicésidos cardiotdnicos. De igual
manera se encontraron en moderadas proporciones quinonas, esteroides,
flavonoides, taninos y saponinas; asi como también bajas cantidades de
alcaloides, triterpenoides y fenoles. Finalmente, la actividad antibacteriana
demostré su efectividad contra las cepas Staphylococcus aureus (ATCC
25923) con un halo de inhibicion de 10 milimetros y una concentracion
minima inhibitoria (CIM) de 100 mg/mL; Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
presentd un halo de inhibicién de 12 milimetros a la concentracion minima
inhibitoria (CIM) de 500 mg/mL. Para las demas cepas en estudio no se
obtuvo ningun efecto inhibitorio.

Palabras claves: Crinum moorei (Linn.), extracto, tamizaje fitoquimico,
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).
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INTRODUCCION

Hasta comienzos del siglo XX los productos naturales ocuparon el
principal lugar en los tratamientos de salud, pero fueron desplazados por el
desarrollo de drogas sintéticas, particularmente por la producciéon de
antibioticos. Actualmente microorganismos como las bacterias han
desarrollado mecanismos de resistencia frente a estos farmacos, por lo cual
se ha retomado el uso de plantas medicinales en busqueda de nuevas
alternativas.

Un género de gran interés es Crinum perteneciente a la familia
Amaryllidaceae; estas plantas se caracterizan por poseer un bulbo ovoide
con un cuello corto. Ademas, son productoras de un namero importante de
metabolitos secundarios como alcaloides, cumarinas, compuestos fendlicos,
flavonoides, quinonas, antraquinonas, saponinas, glicésidos cardiotonicos,
taninos y mucilagos; identificados en los extractos crudos obtenidos con
diferentes solventes.

Por lo tanto, se han empleado extractos de plantas ya que muchas veces
Su composicion presenta actividad frente a ciertas bacterias. Debido a la baja
efectividad que presentan algunos antibiéticos, se ha propiciado el uso de
plantas medicinales que constituyen un recurso para encontrar farmacos
ante nuevas afecciones microbioldgicas.

La presente investigacion estuvo estructurada por cinco capitulos
denominados: Capitulo I: ElI Problema, que comprende el planteamiento,
objetivos de la investigacion tanto general como especificos, justificacion y
alcances, luego se presenta el Capitulo Il: Marco teodrico, que contiene los
antecedentes de la investigacion, las bases tedricas donde se describieron
las teorias que sustentaron la investigacion, definicibn de términos y
operacionalizacion de las variables. Capitulo Ill: Marco Metodoldgico, en el
que se precisa el tipo y disefio de la investigacion, la poblacion y muestra,

unidad de estudio, seleccion y tamafo de la muestra, sistema de variables,



metodologia de la Investigacion. Capitulo IV: el cual contiene los resultados y
discusion. Capitulo V: conclusiones y recomendaciones.

En general, el trabajo tuvo como objetivo evaluar la relacion entre los
metabolitos secundarios presentes en el extracto metandlico de los bulbos de
Crinum moorei (Linn.) y la actividad antibacteriana en cepas de referencia
internacional, realizada en el laboratorio C de productos naturales “Dr.
Antonio Morales” del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, desde junio de 2018 hasta
marzo de 2021.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En la actualidad, la resistencia bacteriana se ve aumentada debido al uso
irracional que se les ha dado a los farmacos, asi lo expresa Quifiones (2017)
“la resistencia antimicrobiana es uno de los tres problemas mas importantes
gue enfrenta la salud humana en este siglo, al constituir una de las mayores
amenazas para la salud mundial”.

Es por ello, que hoy en dia se buscan antibioticos distintos y los productos
naturales son una terapia alterna en el tratamiento de algunas patologias, por
lo que se consideran una fuente importante de nuevos farmacos. Al mismo
tiempo, constituyen la solucion a diferentes problematicas gracias a su
utilidad en el nivel industrial y medicinal.

Segun Marcano y Hasegawa (2002), entre las virtudes que presentan las
plantas esta “la capacidad de inhibir el crecimiento de un niumero importante
de microorganismos patégenos, producto de la diversidad de metabolitos
secundarios”. Actualmente, se preparan extractos obtenidos por maceracion
de la planta en un solvente adecuado, el cual contiene diversas sustancias
como metabolitos secundarios con caracteristicas quimicas y estructurales

definidas.



Se puede decir que, los metabolitos secundarios (MS) son compuestos de
bajo peso molecular con gran importancia ecolégica, porque participan en los
procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente y también las protege
de condiciones adversas. “Los precursores de la biosintesis de metabolitos
secundarios se derivan de rutas del metabolismo primario, tales como la
glucdlisis, el ciclo de Krebs o la via del shikimato” (Marcano y Hasegawa,
2002).

Cabe resaltar que, estos cumplen en las plantas funciones de proteccion
contra el atague de animales herbivoros, defensa frente a los
microorganismos patégenos, atraccion de polinizadores y dispersadores de
semillas (Sepulveda, 2004). Después de describir la situacion actual del
problema, los autores de esta investigacion formularon el siguiente
enunciado holopréxico:

¢, Cual es la relacion entre los metabolitos secundarios presentes en el
extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.), y la actividad
antibacteriana en cepas de referencia internacional, realizada en el
laboratorio C de productos naturales “Dr. Antonio Morales”, del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad
de Los Andes, desde junio de 2018 hasta marzo de 20217

Justificacién de la Investigacion

Las plantas tienen gran importancia en el area de fitoquimica por ser
reservorios de sustancias bioactivas, las cuales son utilizadas por la industria
farmacéutica pues sus atributos medicinales pueden proporcionar
tratamiento a muchas enfermedades. En los ultimos afios se han generado
nuevas patologias, ya que las bacterias han adquirido la capacidad de
producir cambios en su contenido genético, resultando mutaciones de gran

relevancia (Refaat y cols., 2012).



En tal sentido, estos seres vivos al ingresar al organismo humano pueden
producir un cuadro clinico grave, que no se contrarresta con los tratamientos
farmacéuticos existentes. A pesar, del avance de la quimica organica
sintética, hay un creciente enfoque en la importancia de los productos
naturales para resolver diversos problemas de atencion médica, mediante el
acoplamiento de los conocimientos tradicionales con los principios cientificos.

Con base a lo antes expuesto, se plante6 evaluar la actividad
antibacteriana de la especie Crinum moorei (Linn.), ya que ésta es una planta
gue tiene diversos compuestos organicos que pudieran generar efectos
sobre bacterias resistentes. De igual manera, los autores eligieron este tema
de investigacion considerando que hay pocos estudios en Suramérica y

Venezuela de la especie Crinum moorei (Linn.), a pesar de su gran potencial.

Objetivos de la investigacion

Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico de los bulbos

de Crinum moorei (Linn.) en cepas de referencia internacional.

Objetivos Especificos

v' Obtener el extracto crudo de los bulbos de Crinum moorei (Linn.)
empleando la técnica de extraccion solido-liquido por maceracién en
frio con metanol.

v' Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en
el extracto metandlico aplicando el método del tamizaje fitoquimico.

v Evaluar la sensibilidad bacteriana del extracto metandlico, utilizando el

método de difusion en agar con discos de papel.



Alcances de la Investigacion

Los alcances de esta investigacion se relacionaron con la profundidad del
conocimiento que los investigadores pretendieron obtener, en tal sentido, se
consider6 la propuesta de Hernandez-Sampieri y cols. (2010), quienes
refirieron lo siguiente: “Si hemos decidido, una vez hecha la revisiéon de la
literatura, que nuestra investigacion vale la pena y debemos realizarla, el
siguiente paso consiste en visualizar el alcance que tiene”.

Por lo tanto, esta investigacion tuvo un alcance relacionado con el grado
de elaboracion evaluativo, ya que el objetivo general propuesto fue apreciar
la relaciéon entre la actividad antibacteriana del extracto metandlico obtenido
de los bulbos de la especie Crinum moorei (Linn.) en cepas de referencia

internacional.



CAPITULO I

MARCO TEORIO

Trabajos Previos

Rojas, J. Buitrago, A. Possamai, L. Timmers, L. Tallini, L, Bastida, J.
(2021) publicaron una investigacion titulada perfil alcaloidal y actividad
inhibitoria de la colinesterasa de cinco especies de la familia Amaryllidaceae
recolectadas en el estado Mérida-Venezuela, su objetivo fue identificar los
alcaloides y el efecto inhibidor del extracto sobre la acetilcolinesterasa
(AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) de las especies Crinum amabile,
Crinum erubescens, Crinum moorei, Amaryllis belladonna y Zephyranthes
carinata.

Para determinar el perfil alcaloidal de las hojas y los bulbos de estas
especies, emplearon cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria
de masas (CG-EM), donde los resultados revelaron que la licorina y los
compuestos relacionados como la 11,12-deshidro-anhidrolicorina y la 1-O-
acetilcolina estuvieron presentes en todas las muestras analizadas.

En cuanto, a la capacidad de inhibicibn de la AChE y BuChE de los
extractos, fue de elevado a moderado en ambas enzimas. El extracto de las
hojas de Crinum amabile mostré mayor actividad para la AChE a 0,88 pg/mL,
asi como BuChE a 4,46 pg/mL, en comparacién a los valores observados
para Galantamina® utilizada como control positivo. Las hojas de Crinum
erubescens también mostraron una buena inhibicion enzimatica con valores

de 1,75 pg/mL y 8,72 pug/mL, respectivamente.



De igual manera, se observé actividad moderada para los bulbos de
Crinum amabile donde el valor de AChE ICso 2,44 pg/mL, Crinum erubescens
ICs0 3,27 pg/mL y para BUuChE ICso 9,03 pg/mL. Para las especies Crinum
moorei y Zephyranthes carinata la inhibicion también fue moderada en
comparacion con el control positivo. Con dichos resultados los autores
concluyeron que las muestras tienen un alto potencial sobre la inhibicién de
la AChE y BuChE. Ademas, constituye el primer informe In Silico sobre las
interacciones de bufanisina con los sitios activos de AChE y BUChE.

Shorinwa, A. Ebong, O. Obianime, A. Siminialayi, I. (2018) disefiaron un
estudio denominado evaluacion de la actividad antioxidante y antiplasmodial
In Vivo del extracto de acetona de los bulbos de Crinum jagus. Su objetivo
fue evaluar los efectos del extracto y la actividad antioxidante; empleando el
método de captura del radical (DPPH) y un ensayo de eliminacion de
radicales libres de oxido nitrico.

Mientras que la actividad antiparasitaria se estudid In Vivo contra
Plasmodium berghei a 250 mg/kg y 500 mg/kg, a través de la ruta oral en
ratones albinos suizos. El aislamiento y la caracterizacion de los principios
activos se realizaron mediante técnicas de cromatografia de gases acoplada
a la espectrofotometria de masa (CG-EM). El andlisis fitoquimico del extracto
reveld la presencia de alcaloides, flavonoides y esteroides en altas
concentraciones, mientras que los taninos en moderadas cantidades y las
saponinas en bajas proporciones.

Ademas, el extracto en acetona de los bulbos de Crinum jagus revel6
actividad inhibitoria relacionada con la dosis comparable contra DPPH; en
donde la dosis de 25 pg/mL tuvo una inhibicion de 19,7%; mientras, que a la
concentracién de 100 pg/mL mostrd una actividad inhibitoria de 66,4%.

Por otra parte, observaron un 43,02% de supresion de la parasitemia a
una dosis de 250 mg/kg, pero a una concentracion de 500 mg/kg exhibio
61,42% de actividad antiplasmodial, esta dosis fue significativa (p<0,05) en

comparaciéon con la Cloroquina®. También, el estudio reveldé actividad



quimioprofilactica de 52,5% y 70,08% a la dosis de 250 mg/kg y 500 mg/kg,
respectivamente, en comparacién con la Cloroquina®, sin embargo, el
extracto no posee actividad curativa ya que la densidad del parasito fue
mayor.

Tallini, L. Torras, L. De Souza, W. Kaiser, M. Viladomat, F. Zuanazzi, J.
Bastida, J. (2018) realizaron un trabajo titulado alcaloides del N-6xido de
Crinum amabile (Amaryllidaceae), con el objetivo de identificar los alcaloides
presentes en la planta, utilizando resonancia magnética nuclear (RMN) como
método espectroscépico y cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas (CG-EM).

Identificaron veintitrés alcaloides por CG-EM, ademas aislaron vy
caracterizaron quimicamente dos nuevos alcaloides (N-oxido augustina y N-
oxido bufanisina), estos fueron determinados estructuralmente por RMN. Se
compararon los tiempos de retencion, patrones de fragmentacion y los datos
espectrofotométricos de la base de datos.

Debido al potencial de los alcaloides de Amaryllidaceae en el tratamiento
clinico de la enfermedad de Alzheimer, asi como la actividad contra malaria
decidieron comprobar su efecto sobre la colinesterasa-acetilcolinesterasa
(AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) y la capacidad antiprotozoario de seis
alcaloides aislados de Crinum amabile.

La actividad inhibitoria de la AChE fue moderada con el compuesto
augustina (45,26 + 2,11 yg mL?) y baja con bufanisina (183,31 + 36,64 ug
mL1). Por otro lado, concluyeron que ningiin metabolito presentd actividad
inhibitoria para BUChE ya que su concentracion fue mayor a 200ug mL™2.

En cuanto a la actividad antiprotozoaria el extracto no mostré6 mejores
efectos que los farmacos empleados, aunque la bufanisina tuvo inhibicion
significativa contra Plasmodium falciparum de 4,28 + 0,18ug mL?, al
compararlo con el farmaco de referencia Cloroquina®. Los autores
concluyeron que el grupo N-6xido presente en algunas de las estructuras

aisladas no aumenta su potencial terapeutico.



Carrasco (2017) determind la actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa
(AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) del extracto alcaloidal de Crinum
amabile. El extracto del bulbo seco se obtuvo triturando y macerando en
metanol, para luego realizar la extraccion de los alcaloides basado en
cambios de pH y uso de diferentes solventes organicos.

El extracto purificado se analizO mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrofotometria de masas (CG-EM), la actividad inhibitoria de
la AChE y BUChE fue determinada por el método modificado de Ellman. En
total, identificaron dieciocho alcaloides siendo la licorina el mas abundante
con un porcentaje de 44,01%, seguido de asoanina con un 11,63%.

De igual manera, aislaron alcaloides de tipo galantamina y tres alcaloides
no identificados (287 masa/carga (m/z), 315 m/z, 280 m/z). Los resultados de
inhibicion enzimatica para el extracto de alcaloides, lo expresaron con
valores de concentracion inhibitoria media maxima (ICsg), mostrando un
efecto significativo sobre AChE de ICsp 2,24 £+ 0,01 pug/mL, resultado cercano
al compuesto de referencia Galantamina® ICso 0,27 + 0,03 pg/mL. Por otra
parte, observaron una baja inhibiciébn contra BuChE (ICso 116,59 + 2,85

pg/mL) al compararlo con la Galantamina® (ICso 4,88 + 0,17 pg/mL).

Antecedentes Historicos

El estudio de las plantas de la familia Amaryllidaceae se inicié por Carolus
Linnaeus y fue publicado en 1753 en Species Plantarum 1, paginas 291-292,
donde se establecio el género Crinum con cuatro especies (Refaat y cols.,
2012). Por otro lado, en 1837 Herbert fue el primero en redefinir el género
reconociendo 46 especies y lo dividié en dos secciones los Patentes y semi
Patentes (Thi Ngoc Tram y cols., 2002).

El investigador Baker en 1888 subdividié el género en tres subgéneros
que fueron Stenaster, Platyaster y Codonocrinum, pero luego Pax vy

Hoffmann en 1930 restablecieron los tres subgéneros propuestos
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anteriormente. En 1936 Traub cambio el nombre del subgénero Platyaster a
Crinum (Thi Ngoc Tram y cols., 2002).

Desde 1950 el género Crinum ha sido sometido a investigaciones
quimicas y citolégicas debido a sus riquezas en principios farmacol6gicos
como alcaloides y fenoles. La utilizacion de extractos de plantas se remonta
desde hace décadas, siendo empleados para multiples finalidades entre las
cuales se puede mencionar la elaboracién de antibacterianos, destinados a

controlar el crecimiento de ciertos microorganismos (Refaat y cols., 2012).

Bases tedricas

Familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae se caracteriza por ser un grupo uniforme de
especies monocotiledéneas, que incluye alrededor de ochocientos sesenta a
mil cien especies en ochenta y cinco géneros. Se encuentra extensamente
distribuida en los trépicos, centros de Sudafrica, asi como, en menor escala
en los Andes de Suramérica y el Mediterraneo (Refaat y cols., 2012).

Es importante acotar la division de la familia, correspondiente a cuatro
subfamilias:  Agavoideae, @ Amaryllidoideae, Camp Nematoides e
Hypoxidaceae. Donde la subfamilia Amaryllidoideae es la que contiene
mayor cantidad de metabolitos secundarios reportados del tipo alcaloide
(Refaat y cols., 2012).

Se describe como una hierba perenne con bulbo carnoso subterraneo,
hojas planas y dorsiventrales. Su floracion es otofial o primaveral; presenta
flores actinomorfas y perfectas, dispuestas en umbelas soportadas por un
largo escapo que se encuentra reducida a una flor solitaria y de colores

variados; los frutos son capsulas y las semillas son variadas (Cabrera,1968).

11



Género Crinum

El género Crinum esta formado por alrededor de ciento treinta especies,
distribuidas en Africa, América, Australia y el sur de Asia, por lo general, se
ubican a lo largo de lagos y fuentes de agua. Su nombre deriva del griego
"krinon" que significa lirio 0 azucena. Son plantas herbaceas, perennes y con
flores vistosas parecidas a los lirios; crecen a partir de bulbos gruesos de
hasta quince centimetros de didmetro, sus hojas son planas muy largas y
arrosetadas (Refaat y cols., 2012).

Este género es un representante importante de la familia Amaryllidaceae,
siendo considerada una planta ornamental y muy vistosa; la presencia de
diferentes alcaloides ha sido el foco de muchas investigaciones debido a sus
diversas propiedades como: antitumoral, inmunoestimulante, analgésico,

antiviral, antipalldica, antibacteriana y antifungica (Elgorashi y cols., 2002).

Especie Crinum moorei (Linn.)

Posee un bulbo ovoide de siete a diez centimetros de didmetro, con un
cuello corto; produce una docena de hojas que disminuyen gradualmente
hasta el apice. Alcanza una longitud de noventa centimetros y una anchura
de siete centimetros con seis a doce flores o mas formando una umbela
(Refaat y cols., 2012). En la Tabla 1 se hace una descripcidon taxonémica

para la especie en estudio.
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Tabla 1. Taxonomia de la especie Crinum moorei (Linn.) (Refaat y cols., 2012).

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Lilidae

Orden Asparagales
Familia Amaryllidaceae
Tribu Amaryllideae
Subtribu Crininae
Género Crinum
Especie Crinum moorei

Metabolitos secundarios

Son compuestos biosintetizados por diferentes rutas en las plantas que
provienen de la degradacién de los metabolitos primarios (carbohidratos,
lipidos y proteinas); de bajo peso molecular. Existen alrededor de veinte mil
estructuras de metabolitos secundarios, que por su composicion quimica son
clasificados en dos grupos principales: nitrogenados y no nitrogenados
(Sepulveda, 2004).

De igual manera, Sepulveda (2004) dice que “los que contienen nitrégeno
incluyen a los alcaloides, aminoacidos no protéicos, aminas, glicosidos
cianogénicos y glucosinolatos. Y los metabolitos secundarios no
nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y
fenilpropanoides”. Su potencial radica en la defensa de la planta frente a
microorganismos, ademas de atraer a organismos simbiontes. A

continuacion, se describen los principales metabolitos secundarios:
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Alcaloides

Son una serie de combinaciones nitrogenadas y compuestos
heterociclicos, que generalmente se sintetizan a partir de aminoacidos, tales
como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina, solos o
combinados con terpenoides. También se pueden derivar de purinas y del
acetato de los policétidos (Sepulveda, 2004).

Se caracterizan por ser moléculas que participan en la transmision de las
sefiales del sistema nervioso; el efecto toxico de los alcaloides radica en su
capacidad de bloguear neuroreceptores, por lo que actlan como
intermediarios de la transduccion de la sefial neuronal y canales i6nicos en
vertebrados e insectos (Sepulveda, 2004).

Mientras, que sus efectos inhibitorios en el crecimiento de microrganismos
patdégenos, estdn dados por su capacidad de intercalarse con el ADN, y
detener la sintesis de proteinas, inducir la apoptosis e inhibir las enzimas del

metabolismo de carbohidratos (Sepulveda, 2004).

Cumarinas

Pertenecen al grupo de compuestos conocidos como benzopironas;
formadas por un anillo bencénico unido a un anillo heterociclico de seis
miembros que contiene un atomo de oxigeno y cinco de carbonos (Figura 1).
Es un compuesto cristalino, incoloro, con punto de fusion de sesenta y ocho
grados centigrados, que pueden ser consideradas lactonas del &cido o-
hidroxicinamico (Rejia, 2007).

Se conocen casi un millar de cumarinas de estructuras muy variadas,
desde moléculas simples a otras mas complejas. Se encuentran
ampliamente distribuidas en el reino vegetal, principalmente en las familias
Asteraceas, Fabaceas, Apiaceas y Rutaceas, siendo en las dos ultimas

donde aparecen estructuras mas complejas (Ferraro, 2015).
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Figura 1. Estructura quimica de una Cumarina (Ferraro, 2015)

Compuestos fendlicos

Lock, (1994) plantea que son un “grupo de sustancias que poseen en
comun un anillo aromatico con uno o0 mas sustituyentes hidroxilos,
relativamente polares y tienden a ser solubles en agua”. Junto con las
vitaminas, los compuestos fendlicos se consideran importantes antioxidantes
en la dieta, por ejemplo, se encuentran presentes en frutas, hortalizas, raices
y cereales. Ellos son responsables del color y las caracteristicas sensoriales

de las plantas y alimentos (Pefarrieta y cols., 2014).

Flavonoides

Entre las sustancias distribuidas en el reino vegetal se encuentran los
flavonoides que, segun Tomas y cols., (2009) son “sustancias que se
encuentran de forma universal en las plantas vasculares, responsables de
una gran parte de la pigmentacion en los vegetales” (Figura 2). Siendo un
elemento importante para el desarrollo normal de las plantas y para su propia
defensa; es consumible en ciertos alimentos como frutas, hortalizas, granos,

aportando beneficios para la salud.

15



Figura 2. Estructura quimica de una Flavona (Tomas y cols., 2009)

Quinonas y antraguinonas

Las quinonas estan presentes ampliamente en la naturaleza, y son
importantes por el rol biolégico que juegan en el ciclo de vida de los
organismos vivientes. De alli que, se estimuld la investigacién quimica y
bioguimica de estos compuestos dando énfasis en el estudio de sus
propiedades y comportamiento. Entre los compuestos fendlicos cabe
destacar las antraquinonas, “son el grupo mas amplio de las quinonas
naturales con una importante cantidad de colorantes” (Gonzélez y cols.,
1971) (Figura 3).

O

Figura 3. Estructura quimica de una Antraquinona (Gonzalez y cols., 1971)

Saponinas
Constituyen un amplio grupo de glicosidos encontrados en las plantas, su

nombre proviene del género Saponaria, cuya raiz se utilizd6 como jabdn
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(Sparg y cols, 2004); son sustancias quimicas gque se encuentran en una
gran cantidad de vegetales. Esta definicibn se basa en las propiedades
tensoactivas que presentan, las cuales se pueden observar en algunos
extractos crudos utilizados como detergentes y para la produccion de
espumas estables (Figura 4).

Sin embargo, estas propiedades no son comunes a todas las saponinas y
es conveniente definirlas por sus caracteristicas estructurales; “estan
formadas por una aglicona policiclica unida a una o mas cadenas laterales
de azucares. La aglicona se denomina sapogenina o genina, y puede ser un

esteroide, un alcaloide o un triterpeno” segun Hostettman y Marston (1995).

MONOSACARIDOS

Rha —Glu

Rha

ENLACE GLICOSIDICO

Figura 4. Estructura quimica de una Saponina (Hostettman y Marston, 1995)

Taninos

El nombre tanino deriva del francés “tanin” (sustancia de bronceado),
desde la antigiedad se sabe que ciertas sustancias organicas como el
tanino, tienen propiedades como colorantes sobre la piel de animales para
formar el cuero (Khanbabaee y Van, 2001).

Estos son metabolitos secundarios polifendlicos de origen vegetal, con
masa molecular relativamente elevada, sabor astringente caracteristico
cuando se une a las proteinas salivales, también pueden ser inhibidores

enzimaticos efectivos (Figura 5). Pueden encontrarse en todas las partes de
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la planta, por ejemplo, en tallos, cortezas, hojas, semillas, frutos y cupulas.
Dentro de los vegetales los taninos suelen encontrarse en las vacuolas

celulares, combinados con proteinas (Colina, 2016).

O~_OH

HO OH
OH

Figura 5. Estructura quimica de un Tanino (Colina, 2016)

Mucilagos

Barrera y cols., (2004) describen que estas sustancias “son polisacaridos
solubles en agua, pero no todos contienen acidos urénicos, se encuentran en
un amplio numero de plantas y también en algunos microorganismos”. Estos
no son efectos de estimulos, ni de productos patoldgicos, sino que son
producidas a lo largo del crecimiento normal y pueden estar presentes en
cualquier parte de la estructura de la planta como la corteza, tegumento o los

tejidos interiores de los tubérculos o semillas (Figura 6).

CH,OH
0O O O OH
OH
H A2
» COH
0 OH

o0
OH
HO
OH

Figura 6. Estructura quimica de un Mucilago (Barrera y cols., 2004).
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Extracto vegetal

Es el producto resultante del proceso de extraccion y evaporacion de una
suspension, en el cual se somete la forma concentrada de la materia prima.
En general se obtiene de la extraccion sdlido-liquido, colocando en contacto
la materia vegetal (flores, brotes, bulbos, semillas, hojas, ramas, corteza,
hierbas, madera, frutos y raices) con un solvente seleccionado segun su
polaridad (Ortufio, 2006; Bautista, 2002).

Técnica de extraccion

Consiste en la separacién de un compuesto a partir de una mezcla sélida
o liquida, aprovechando las diferencias de solubilidad de los componentes se
agregan en un disolvente adecuado. Constituye una de las técnicas mas
usadas en el laboratorio, es frecuente utilizar mezclas complejas de
diferentes compuestos. Se tienen que plantear procesos eficientes de
separacion que permitan la recuperacion méxima del producto (Angurell y

Casamitjana, 2013).

Extraccion por maceracion

Método empleado para la extraccion de sustancias en las plantas a
temperatura ambiente, que consiste en remojar el material vegetal,
debidamente fragmentado en un solvente hasta que éste penetre y disuelva
las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa que no
sea atacado con el disolvente (Gonzalez, 2004).

Se coloca el material vegetal junto con el disolvente en el envase tapado,
dejandolo en reposo por un periodo de dos a catorce dias con agitacion
esporadica. Luego se filtra el liquido y recupera el solvente utilizando un

rotavapor hasta obtener el extracto (Gonzalez, 2004).
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Destilacion

Proceso en el cual una mezcla de vapor de al menos dos sustancias son
separados, por la aplicacion o remocion de calor. La destilacion esta basada
en el hecho de que el vapor de una mezcla hirviente es mas rico en
componentes de bajo punto de ebullicion, en consecuencia, cuando el vapor
es enfriado y condensado contendra los componentes mas volatiles. Al
mismo tiempo, la mezcla original contendra en mayor cantidad los
componentes menos volatiles (Rodriguez, 2015).

Las columnas de destilacién son disefiadas para alcanzar la separacion
de manera eficiente, es una de las técnicas mas comunes existiendo varios
tipos como destilacion simple, destilacion fraccionada y destilacion a presion
reducida, entre otras (Rodriguez, 2015).

Tamizaje fitoquimico

El extracto total de una planta se puede separar en diversas categorias o
grupos de sustancias. Una manera de realizar este proceso es mediante el
denominado tamizaje fitoquimico, que consiste en una particion liquido-
liquido con solventes, donde se determina la existencia de un tipo de
compuesto quimico (Albornoz, 1980).

La bioactividad trata de descubrir cual parte de la planta es responsable
de la actividad biologica utilizando algunos métodos que permiten fraccionar
o separar los distintos compuestos de la planta segun una regla de afinidad.
El tamizaje fitoquimico de los extractos vegetales es una secuencia de
aislamientos y purificaciones de los compuestos presentes en la muestra
vegetal. Permite a su vez que las moléculas presentes den reacciones con
determinados reactivos, afirmando o descartando su presencia (Albornoz,
1980).
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Caracteristicas generales de las bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares que se clasifican dentro del
grupo de las procariotas, miden entre uno a mil micrémetros; pueden ser
moviles o inmoviles, de vida libre, parasitos o saproéfitos. De acuerdo a sus
requerimientos de oxigeno se dividen en aerdbicas o anaerdbicas (Tortora y
cols., 2007).

Es importante mencionar, que las bacterias se clasifican de acuerdo a su
morfologia en tres grupos: cocos (forma esférica), bacilos (forma de bastén) y
espirilos (espiral o saca corcho). Segun su agrupaciéon en diplococos,
estreptococos y estafilococos y por la tincion de Gram (grampositivas y
gramnegativas) (Tortora y cols., 2007).

Ademds, presentan elementos esenciales como el citoplasma, el
nucleoide, la membrana citoplasmatica, ribosomas y los mesosomas; pero
también elementos no esenciales como: capsula, fimbrias, flagelos,
plasmidos, inclusiones intracitoplasmaticas y la pared celular. La pared
celular esta catalogada no esencial, ya que existe un género bacteriano que
no la posee como el Mycoplasma (Tortora y cols., 2007).

También, se multiplican por fision binaria dando lugar a un aumento en
progresion geométrica del nimero de células, en cada periodo de tiempo se
duplica esta cantidad. Existen cuatro fases basicas de crecimiento: inicia con
la fase de retraso, durante un tiempo el nimero de células cambia muy poco,
debido a que las células no se reproducen de inmediato en un medio nuevo
(Tortoray cols., 2007).

La segunda fase es la logaritmica o exponencial, donde las células
comienzan a dividirse y entran en un periodo de incremento logaritmico.
Luego, en la fase estacionaria, la tasa de crecimiento disminuye, el nimero
de muertes microbianas compensa la cantidad de células nuevas y la

poblacién se estabiliza. Finalmente, en la fase de declinacién, la cifra de
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muertes supera el nimero de nuevas células formadas y la poblacion entra

en la fase de declinacion logaritmica (Tortora y cols., 2007).

Clasificacion bacteriana

Técnicas de coloraciéon bacteriana: Coloracion de Gram

En el aflo 1884, se desarrollé una tincién importante para el area de la
bacteriologia, fundamentada en la diferenciacion de las bacterias
grampositivas y gramnegativas. Las bacterias cuya pared celular es mas
densa, constituida principalmente por peptidoglicano (grampositivas)
permanecen de color purpura, al absorber el complejo violeta de genciana-
yodo; mientras que las bacterias gramnegativas debido a su alto contenido
de lipidos toman el colorante de contraste safranina, por lo que se observan

de color rosado (Ramirez y cols., 2006).

Bacterias grampositivas

Su pared celular esta constituida principalmente por una capa grande de
peptidoglicano y acidos teicoicos unidos a lipidos. El peptidoglicano tiene
varias funciones, es responsable de la forma bacteriana, protege contra la
presion osmotica y sirve de sitio de reaccién a antigenos. También tienen
acidos lipoteicoicos que pueden actuar como antigenos (Tortora y cols.,
2007).

El acido teicoico funciona como antigeno de superficie regulando la
concentracion de iones magnesio y activacion de enzimas autoliticas;
ademas afecta la capacidad de captar ADN externo y promueve la
supervivencia pues actia como adhesinas (Tortora y cols., 2007). Dentro de
las bacterias grampositivas se encuentran dos especies importantes, tales

como:
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Staphylococcus aureus

Son células esféricas, dispuestas en racimos irregulares, inmoviles,
aerobios facultativos, catalasa positiva, fermentan carbohidratos y miden
aproximadamente un micrometro de diametro. El género Staphylococcus
contiene al menos treinta especies, siendo las de mayor importancia clinica
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis (Cervantes y cols.,
2014).

En tal sentido, Staphylococcus aureus pertenece al reino protista, habita
en el ambiente y coloniza tanto al hombre como a los animales. Es la Unica
especie capaz de producir la enzima coagulasa, crecen rapidamente y son
metabolicamente activas; en algunos casos forma parte de la microbiota
habitual de la piel y mucosas de humanos, pero otras veces causan
abscesos, supuraciones hasta septicemias mortales (Cervantes y cols.,
2014).

Enterococcus faecalis

Es una de las especies mas comunes, siendo una bacteria inmovil,
fermentadora de la glucosa sin producir gas, anaerébica facultativa, se
resguarda en el tracto gastrointestinal de mamiferos. Ademas, crecen en
condiciones extremas causando afecciones graves en humanos, es una de
las causantes mas comunes de infecciones nosocomiales; ya que son
resistentes a los antibiéticos por presentar resistencia intrinseca (Diaz y cols.,
2010).

Bacterias gramnegativas
Son bacterias formadas por una capa de peptidoglicano delgada, un
espacio periplasmico y la membrana externa contentiva de lipopolisacaridos.

La bicapa lipidica funciona como filtro molecular al igual que la membrana

celular, ademas sirve de soporte a los lipopolisacarido y a las proteinas de
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superficie que pueden actuar como receptores a los fagos (Tortora y cols.,
2007).

En la superficie de la membrana externa se encuentran los
lipopolisacaridos, los cuales son una molécula importante de la patogénesis
de las bacterias gramnegativas, estdn constituidos por dos componentes:
antigeno O y lipido A (endotoxina bacteriana) (Tortora y cols., 2007). Es

importante mencionar tres especies gramnegativas de gran relevancia como:

Escherichia coli

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo corto anaerobico
facultativo, que mide medio micrometro de ancho por tres micrémetros de
largo. Se caracteriza por ser catalasa positiva, oxidasa negativa y por reducir
nitratos a nitritos; ademas, fermenta la glucosa con produccion de gas y
acido sulfurico; no forma esporas, son méviles por medio de sus flagelos
peritricos (Rodriguez, 2002)

Cabe destacar, que este género se encuentra como microbiota habitual
del tracto gastrointestinal y presenta estructuras antigénicas complejas que
producen afecciones del aparato excretor, vias urinarias, meningitis e incluso

septicemias (Rodriguez, 2002).

Pseudomonas aeruginosa

Pertenece a la familia Pseudomonadaceae, son bacilos o diplococos,
aerobios no esporulados, que no utilizan hidratos de carbono y pueden
tolerar condiciones de alcalinidad, ademas pueden reducir nitratos a nitritos.
En los medios de cultivo se observan colonias lisas, grandes y brillantes, que
producen pigmentos con olores caracteristicos a fruta. Es un patdégeno
oportunista, que en pacientes inmunocomprometidos produce infecciones en

vias respiratorias, vias urinarias y tejidos (Paz y cols., 2019).
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Klebsiella pneumoniae

Es un bacilo que asimila y fermenta la lactosa; en el agar MacConkey se
observa como colonias de color rosado, y en el medio Kliger es fermentador
de la lactosa con produccion de gas. Por ultimo, sus condiciones Optimas de
cultivo son en agar nutritivo a treinta y siete grados centigrados (Gonzélez y
cols., 2013).

Es cierto que, Klebsiella pneumoniae es un patdgeno bacteriano
importante, asociado a infecciones en la comunidad y nosocomiales,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Las cepas tienen el
potencial para causar morbilidad y mortalidad, particularmente en las
unidades de cuidados intensivos pediatricos y servicios quirargicos (Revillas,
2019).

Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias son capaces de desarrollar mecanismos de resistencia,
éstos son adquiridos y transmisibles. Consisten fundamentalmente en la
produccion de enzimas bacterianas que inactivan los antibiéticos, asi como
aparicion de modificaciones que impiden la llegada del farmaco al punto
diana o en la alteracion del propio punto diana. Una cepa bacteriana puede
desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos
antibioticos, del mismo modo éste puede ser inactivado por distintos
mecanismos y diversas especies bacterianas (Pérez, 1998).

Los mecanismos de resistencia de las bacterias son fundamentalmente
tres:

1) Inactivacién del antibi6tico por enzimas: La bacteria produce
enzimas que inactivan al antibiético; las mas importantes son las
betalactamasas. En las grampositivas suelen ser plasmidicas,
inducibles y extracelulares, mientras que en las gramnegativas son de

origen plasmidico o por transposones, constitutivas y periplasmicas.

25



También hay enzimas modificantes de aminoglucdésidos, aunque no
es éste su principal mecanismo de resistencia. El Cloranfenicol®, las
tetraciclinas y los macrélidos pueden ser inactivados por enzimas
(Pérez, 1998).

2) Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibiético
al punto diana: Las bacterias producen mutaciones en las porinas de
la pared, que impiden la entrada de ciertos antibidticos de tipo
betalactamicos o alteran los sistemas de transporte para el caso de los
aminoglucésidos por parte de los anaerobios. En otras ocasiones
pueden provocar la salida del antibiético por un mecanismo de
expulsion activa, impidiendo que se acumule en cantidad suficiente
para que actle eficazmente (Pérez, 1998).

3) Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo
o dificultando la accién del antibiético: Contempla las alteraciones
a nivel del ADN girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr 23S
(macrdlidos) de las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de penicilina)
necesarias para la formacion de la pared celular (resistencia a
betalactamicos).

Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos de
resistencia frente a uno o varios antibiéticos y del mismo modo un
antibiotico puede ser inactivado por distintos mecanismos de diversas
especies bacterianas, lo cual complica el estudio de las resistencias

de las bacterias a los distintos antimicrobianos (Pérez, 1998).
Cepas de referencia internacional
Las cepas de referencia ATCC (Coleccion de Cultivos Tipo Americano,
por sus siglas en ingles), son cultivos conservados y distribuidos por

colecciones segun sus caracteristicas fenotipicas-genotipicas definidas, que

son empleadas como control para las determinaciones microbioldgicas. Estos
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microorganismos se relacionan con su medio, se reproducen, mutan,
mueren, debido a que en estos casos el material de referencia es un ser vivo
(Rojas, 2013).

Es necesario que el laboratorio gestione la conservacion de las cepas de
forma adecuada, estandarizando los lotes de reserva y de trabajo,
cuantificando la concentracidon microbiana con métodos apropiados Yy

garantizando las condiciones de conservacion mas adecuadas (Rojas, 2013).

Pruebas de susceptibilidad

El estudio de la sensibilidad para los microorganismos con los agentes
antimicrobianos, es una de las funciones mas importantes de los laboratorios
de microbiologia clinica. Se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad
a los antibidticos, cuyo objetivo principal es evaluar en el laboratorio (In Vitro)
el comportamiento de un microorganismo ante uno o varios antimicrobianos.
Los resultados obtenidos proporcionan una valiosa informacion acerca de la
posibilidad de tratar con éxito mediante un agente antimicrobiano especifico
a un paciente infectado (Ramirez y cols., 2006).

Como no se puede predecir la susceptibilidad de las bacterias a los
antimicrobianos, en la actualidad se dispone de varios meétodos para
determinar el patron de susceptibilidad de una bacteria a los antibi6ticos
entre los métodos mas utilizados podemos mencionar:

- Antibiograma (ATB);

- Método de la difusion del disco en agar (prueba de Kirby-Bauer);

- Método de dilucion en caldo o en agar (Concentracion Inhibitoria Minima
[CIM])) (Ramirez y cols., 2006).
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Antibiograma

Los métodos fenotipicos como el antibiograma son los mas utilizados;
éste consiste en enfrentar un inéculo bacteriano estandarizado a una Unica o
a diferentes concentraciones del antibidtico. La interpretacion de los
resultados obtenidos permite clasificar a los microorganismos en categorias
clinicas: sensibles, intermedios o resistentes (Cercenado y Saavedra, 2009).

En ese sentido, si un microorganismo es sensible, indica que con la dosis
habitual se espera una inhibicion favorable de la infeccion. Por el contrario, si
el microorganismo es intermedio o resistente, es probable que la inhibicion
sea desfavorable (Cercenado y Saavedra, 2009).

Entre los métodos fenotipicos, las técnicas de dilucién determinan la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) utilizando un medio liquido (dilucion
en caldo) o un medio sdlido (dilucion en agar) para disolver las diferentes
concentraciones del antimicrobiano. EI medio estandarizado para la
realizacion del antibiograma es el medio Mueller-Hinton, al que se le afade
sangre u otros suplementos para bacterias con limitaciones de crecimiento

en este medio de cultivo (Cercenado y Saavedra, 2009).

Método de difusidon del disco en agar (Kirby-Bauer)

Es el método utilizado con mayor frecuencia para evaluar la sensibilidad
de las bacterias a los agentes antimicrobianos, esta técnica fue
estandarizada por Kirby-Bauer en 1966, de alli su nombre. Es un método
sencillo y facil de realizar en los laboratorios de rutina, aunque solo brinde
informacion cualitativa o semicuantitativa sobre la sensibilidad de un
microorganismo a un antibiotico determinado. Sin embargo, los resultados
obtenidos son de gran valor clinico para iniciar, mantener o modificar una

antibioticoterapia (Ramirez y cols., 2006).
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El método de Kirby-Bauer consiste en depositar en la superficie del agar
de Miueller-Hinton previamente inoculada con el microorganismo, discos de
papel de filtro impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el
disco impregnado de antibidtico se pone en contacto con la superficie
hameda, se produce la absorcién del agua y la correspondiente difusion del
antibiotico. Este difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del
disco formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas dieciocho a
veinticuatro horas de incubacion los discos aparecen rodeados por una zona

de inhibicién (Ramirez y cols., 2006).

Método de dilucién en caldo o en agar (Concentracién Inhibitoria
Minima [CIM])

Esta técnica forma un gradiente decreciente de la concentracién de un
antibiotico dado y se prueba contra un indculo bacteriano estandarizado. Al
igual que la técnica de difusion, en las de dilucion, hay que controlar el medio
de cultivo, el inéculo bacteriano y el antibidtico. De este tipo de técnicas
podemos mencionar tres: la dilucion en agar, la dilucién en tubo y la
microtitulacion (Herrera, 1999).

La dilucion en tubo sigue siendo el estandar dorado de las pruebas de
sensibilidad, es la técnica de referencia, a pesar de presentar problemas con
la contaminacion y dificultad para detectarla. En el método de dilucion en
agar, se preparan tubos con la concentracién definida de antibio6tico y se le
agrega a cada uno cantidades conocidas del agar Mueller-Hinton, este tubo
se homogeniza y se vierte en una placa de Petri vacia junto con el antibiotico
diluido a una concentracion determinada (Herrera, 1999).

Generalmente se inicia a una concentracion de ciento veintiocho pg/mL y
se hacen diluciones dobles hasta obtener el gradiente decreciente en la
concentracion de antibiético (64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,06 ug
de droga activa). La escogencia de la concentracion en la que se inicia el
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gradiente, depende del antibiético y del tipo de cepa a ensayar (Herrera,
1999).

También, se emplea el inoculador de Steer, el cual comprende una placa
de metal de 32 pozos y una lamina de metal con 32 proyecciones que toman,
cada una, 20 pL del in6culo estandarizado del agente y que se coloca sobre
la superficie del agar con antibiéticos. Adicional a esto, se inocula una placa
de Mueller-Hinton sin antibiético, que sirve como control positivo de
crecimiento. La placa se incuba a treinta y cinco grados centigrados por
dieciocho a veinticuatro horas y se revisa el crecimiento, siempre contra el
control positivo (Herrera, 1999).

Un crecimiento de la cepa en la superficie del medio de cultivo, se reporta
como resistente a esa concentracion del antibidtico. Al contrario, sino existe
proliferacion bacteriana, se reporta como sensible a esa concentracion de
antibiotico. Con esta técnica, se puede obtener la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM), la que se define como la minima concentracion de antibiético
que inhibe el crecimiento de una cepa bacteriana (Herrera, 1999).

Preparar todo un gradiente de medios de cultivo con una concentracion
decreciente de antibidtico, hace que esta técnica sea muy engorrosa por lo
gue en realidad se utilizan solo dos diluciones, por encima y abajo del punto
de quiebre del antibiotico.

El punto de quiebre es un valor matematico, que expresa un punto o
concentracion arriba del cual la cepa se debe interpretar como resistente al
antibiotico. Basandose en este criterio, al escogerse dos concentraciones,
una abajo y otra arriba del punto de quiebre, si la cepa crece en las dos
concentraciones es resistente, si crece s6lo en la concentracion baja es

intermedia y sensible si no crece en ninguna (Herrera, 1999).
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Definicién de términos

Fitoquimica

Ciencia responsable del estudio de los componentes quimicos de las
plantas, involucra la determinacién de su estructura quimica molecular y las
propiedades biologicas, también el analisis de los principios activos, los
olores, pigmentos, entre otros. Las sustancias fitoquimicas son encontradas
en varios alimentos consumidos por los seres humanos como los vegetales,
frutas, legumbres, granos y semillas; ademas, sirven de proteccién contra
varias enfermedades como el cancer y problemas cardiacos (Marcano y

Hasegawa, 2002).

Solvente

Son sustancias procedentes en su mayoria de la destilacion del petréleo,
también a partir de otras materias primas que se preparan sintéticamente.
Siendo compuestos organicos voléatiles que se utlizan solos o en
combinaciones con otros agentes para disolver materias primas, productos o
materiales residuales; utilizandose para la limpieza, modificacion de

viscosidad o como agente tensoactivo (Pimentel, 2016).

Antibidtico

Se refiere a toda sustancia o molécula sintética producida por la industria
farmacéutica, para inhibir el crecimiento de microorganismos o destruirlos.
Algunos antibiéticos son sintetizados por microorganismos como bacterias u
hongos que poseen esta misma actividad; cabe resaltar, su ineficacia contra

las infecciones viricas (Araque, 2000).
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Aislamiento

Aislar es separar un tipo de microorganismo a partir de una poblaciéon
heterogénea. En habitats naturales raramente encontramos un solo tipo de
microorganismo en una muestra, por lo tanto, es necesario hacer algun
procedimiento de aislamiento para separar e identificar los distintos tipos. El
objetivo del aislamiento es obtener colonias bien separadas a partir de una
sola unidad formadora de colonias de las que se conseguira un cultivo puro
(Valera, 2018).

Agar

El agar fue sugerido por primera vez para propositos microbiologicos en
1881 por Fannie Hesse; es un agente de solidificacion usado en la
preparacion de medios de cultivo. No estd destinado a ser utilizado en el
diagnostico de enfermedades u otras condiciones en humanos (Balows,
2012).

Se presenta como un gel a temperatura ambiente, manteniéndose firme a
temperaturas por encima de sesenta y cinco grados centigrados, incluye
caracteristicas como buena claridad, temperatura de gelificacion y fusion
controlada, buenas caracteristicas de difusién, ausencia de inhibidores
bacterianos toxicos, relativa ausencia de minerales y compuestos

metabodlicamente Utiles (Balows, 2012).
Inoculo
El inoculo se refiere a la dilucién de colonias en un medio liquido, las
colonias pueden tomarse de un cultivo puro o bien ser colonias aisladas.

Para la preparacion de éste conviene asegurarse de la pureza del cultivo, y

por eso se prefiere trabajar con colonias aisladas. En general, la densidad
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microbiana del in6culo es de aproximadamente 1x107 -10® UFC/mL, o de
turbidez equivalente al punto 0,5 de la escala de Mac Farland (0,5 mL de
cloruro de bario 0,048M afadidos a 99,5mL de acido sulfarico 0,36M). Este
in6culo se consigue efectuando diluciones a partir de un cultivo en caldo en
fase estacionaria de crecimiento y ajustando la turbidez (Garcia y cols.,
1994).
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Operacionalizacion de las Variables

Las variables se operacionalizaron con el fin de medirlas. Por eso, se
definen y se categorizan para relacionar el indicador especifico. A

continuacion, se presentan en las tablas:

Tabla 2. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad antibacteriana del extracto
metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.).

1. Variable 2. Tipo de variable 3. Definicién
conceptual
Actividad  antibacteriana  del Son los efectos que se
extracto metandlico de los Dependiente y discreta producen sobre las bacterias
bulbos de Crinum moorei (Linn.) para inhibir su crecimiento.
4. Definicién 5. Dimensiones 6. Indicador
operacional
Se determin6 mediante el | Presencia de actividad | Se observa si existe o no

método de difusion en agar, a | antibacteriana  del  extracto | inhibicion en el crecimiento de
través de discos de papel | metandlico de los bulbos de | las bacterias mediante el halo
impregnados con el extracto. Crinum moorei (Linn.) de inhibicion.

Ausencia de actividad
antibacteriana  del  extracto
metandlico de los bulbos de

Crinum moorei (Linn.)

Buitrago, Garcia y Rico, 2020.
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Tabla 3. Operacionalizacién de la variable independiente: Metabolitos secundarios del

extracto metanolico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.).

1. Variable 2. Tipo de variable 3. Definicion
conceptual
Metabolitos secundarios del Son sustancias organicas
extracto metandlico de los Independiente sintetizadas por las plantas,
bulbos de Crinum moorei (Linn.) gue tienen como funcién

defenderlas contra el ataque

microbiano.
4. Definicién 5. Dimensiones 6. Indicador
operacional
Se determin6 mediante el | Metabolitos secundarios | Se observa si existe o no
tamizaje fitoquimico. presentes o ausentes en el | efecto de los metabolitos

extracto metandlico de los | secundarios contra las cepas
bulbos de Crinum moorei (Linn.) | de referencia internacional.

Buitrago, Garcia y Rico, 2020.
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hurtado (2010) refiri6 que el tipo de investigacién tiene relacion con la
interrogante de estudio en la cual se resalta lo qué se quiere saber. Esto
marca en general lo que se desea conseguir durante el proceso de la
investigacion, en consecuencia, el verbo a utilizar en el objetivo tiene que
implicar un logro.

Especificamente durante esta investigacibn se quiso saber si existe
relacion entre los elementos del evento de estudio, es decir, se buscé la
probable relacion entre los metabolitos secundarios presentes en el extracto
metanolico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.) y la actividad
antibacteriana en cepas de referencia internacional. Por lo tanto, este trabajo

correspondié a una investigacion evaluativa.
Disefio de la Investigacion
El disefio de investigacion comprende las estrategias necesarias para
recolectar los datos, especificamente se relacionan con el donde, cuando y la

amplitud de la informacion que se recolectara (Hurtado, 2010). Con respecto,

a este trabajo fue de campo, de laboratorio, contemporaneo y multivariable.
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De campo porque los bulbos de Crinum moorei (Linn.) se recolectaron
directamente en la localidad del Valle en el estado Mérida. Asociado al
laboratorio, ya que se realizO un ensayo con el extracto metanolico de los
bulbos de Crinum moorei (Linn.) en cepas de referencia internacional para
medir el efecto antibacteriano.

Los datos del evento de estudio se recolectaron en el lugar donde ocurrio
el fenbmeno, especificamente en el laboratorio C de productos naturales “Dr.
Antonio Morales” del Instituto de Investigaciones y el laboratorio de
Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU) “Profesora. Luisa Vizcaya”
del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

En cuanto, al cuando tuvo un disefio contemporaneo, debido a que se
recolectaron durante el periodo de desarrollo del trabajo; los datos se
tomaron en un solo momento. Ademas, considerando la amplitud de la
informacion a recolectar present6d un disefio multivariable, relacionado con la
actividad antibacteriana y el extracto metanolico de los bulbos de la especie
Crinum moorei (Linn.). También, incluyé un disefio experimental ya que se

us6 una concentracion del extracto.

Poblacién y Muestra

Unidad de Estudio

Hernandez-Sampieri y cols. (2010), refieren que una poblacion es el
conjunto de todos los casos, que concuerdan con una serie de
especificaciones. La poblacion conduce hacia el conjunto finito o infinito de
elementos, que presentan caracteristicas comunes con el fenémeno que se
investiga.

Una vez conociendo lo citado al principio la poblacion que se estudioé es

finita, integrada por las cepas de referencia internacional, éstas se estudiaron
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en el laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU)
“Profesora. Luisa Vizcaya” del Departamento de Microbiologia y Parasitologia

de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Seleccién y tamafio de la Muestra

Los instrumentos que se utilizan para la obtencion de la informacion
deben ser aprobados por los expertos, con el objetivo de determinar la
validez del contenido. De hecho, se estima que la eficacia constituye el
procedimiento que determina la consistencia interna de los instrumentos, en
cuanto a lo que se propone medir, de ahi que la validez se refiere al grado en
que un instrumento realmente mida la variable segun Hernandez-Sampieri y
cols., (2010). Es por esto, que en la presente investigacion se emplearon los
bulbos de Crinum moorei (Linn.) para la evaluacion de la actividad

antibacteriana del extracto obtenido usando como solvente el metanol.

Sistema de Variables

Las variables que se relacionaron con el propésito de esta investigacion
son las siguientes: variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del
extracto metanolico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.). Y la variable
independiente (VI): Metabolitos secundarios del extracto metandlico de los
bulbos de Crinum moorei (Linn.). Estas variables correspondieron a los
nacleos semanticos del problema de investigacion y a la vez, permitieron la

verificacion del fendmeno de estudio en la unidad de investigacion.
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Metodologia de la Investigacion

Recoleccion de la especie vegetal: La especie Crinum moorei (Linn.) se
recolecté en su estado natural con los implementos recomendados, en la
localidad del Valle ubicado en el Municipio Libertador del estado Mérida. Una
vez tomada, se transportd el material a temperatura ambiente al laboratorio C
de productos naturales “Dr. Antonio Morales” del Instituto de Investigaciones
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,
para su posterior estudio.

Determinacién taxon6mica de la especie vegetal: La especie fue
identificada por el Doctor Pablo Meléndez, dejandose una muestra testigo en
el Herbario “Dr. Luis Ruiz Teran” (MERF), de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, bajo el cédigo JR 70.

Seleccidn, division y preparacion del material vegetal: Posteriormente
se seleccionaron los bulbos de la especie que se encontraron en buen
estado y en una cantidad suficiente para iniciar la preparacion del extracto.

Secado, molienda y pesada del material vegetal: Los bulbos fueron
secados, por setenta y dos horas a cuarenta grados centigrados utilizando
un horno eléctrico ubicado en el Herbario “Dr. Luis Ruiz Teran”. Transcurrido
este tiempo se procedié a verificar que se encontraran totalmente secos, sin
humedad para ser molidos hasta obtener un polvo fino que atravesara un
tamiz de malla niumero veinte. La muestra equivalente a cien gramos fue
almacenada en un recipiente limpio, seco y rotulado.

Extraccion por maceracion del material vegetal: ElI material vegetal se
sometid a una extraccion solido-liquido por maceracion en frio utilizando
como solvente el metanol durante un periodo de diez dias, divididos en dos
ciclos de cinco dias, transcurrido este tiempo se filtré y concentrd la solucién
a presion reducida usando un rotavapor a la temperatura de cuarenta y cinco

grados centigrados. El extracto crudo obtenido fue pesado y envasado en un
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frasco de color ambar, previamente rotulado; colocandose en un lugar fresco
y seco.

Tamizaje Fitoquimico: Para la tipificacion de los metabolitos secundarios
se realizo el tamizaje fitoquimico, en el laboratorio C de productos naturales
“Dr. Antonio Morales” del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, bajo la supervision
del Doctor. Alexis Buitrago.

El estudio permitié a través de diferentes pruebas colorimétricas que se
describen en la tabla 4, la identificacion cualitativa de los diferentes
metabolitos secundarios, tales como: alcaloides, quinonas, antraquinonas,
saponinas, glicésidos y glicosidos cardioténicos, flavonoides, cumarinas,

taninos, mucilagos, compuestos fendlicos, triterpenoides y esteroides.

Tabla 4. Procedimiento para el tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de los bulbos de

Crinum moorei (Linn.)

Alcaloides
Ensayo Reactivo Preparacion de la Procedimiento Resultado
muestra
Wagner Solucién l2y KI  Se disolvieron en Adicionar gotas Precipitado color
tubos de ensayo, 3  del reactivo rojo pardo
Mayer Solucion HgCl, porciones del Precipitado color
extracto con 2 mL
y Kl de HCl al 5% blanco o
- amarillento
Luego se agitaron
Hager Solucién en vortex y Precipitado color
saturada de filtraron. blanco
acido picrico
Dragendorff Bi (NO3)3-5H,0 Precipitado color
y KI rojo o anaranjado

Quinonas y antraquinonas

Ensayo Reactivo Preparacion de la Procedimiento Resultado
muestra

Reaccion con NHsOH Adicionar 1 gota  Color rojo

Amonio concentrado del reactivo (antraquinonas)

Reaccion con H,SOq4 Se disolvieron en Adicionar 1 gota  Color rojo

acido sulfarico  Concentrado tubos de ensayo, 3  del reactivo (quinonas)

Reaccion de Agua destilada porciones del Adicionar 3mL  Color rojo,

Borntraguer KOH 5%, CHCl5 y extracto con 2 mL de la base, amarillo o verde
H,0, 6% de metanol. Luego  llevar a (benzoquinonas)

se agitaron en ebullicién Color rojo
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Reaccién con
Benceno

Benceno y NH3
10%

vortex y filtraron.

durante 3
minutos. Extraer
con el solvente
organico y
alcalinizar con 2
mL de la base.
Agregar gotas

(derivados de
antronas)

del agente

oxidante

Adicionar 1mL Color rosa, rojo o
del solvente violeta

organico y (antraquinonas)

alcalinizar con
base

Glicosidos y glicésidos cardiotonicos

Ensayo

Reactivo

Preparacion de la
muestra

Procedimiento

Resultado

Reaccién con

Solucién de NaOH

Se disolvieron en

Afiadir 5 gotas de

Color amarillo

hidréxido de 2N tubos de ensayo, 3 la base (glicosidos)
sodio porciones del
Keller-Killiani H>S0O4 concentrado, extracto con 2 mL Adicionar el Interfase de
CH3COOH glacialy  de metanol. Luego,  reactivo con cinco  color marrén
FeCls se agitaron en gotas de acido (azucar 2-
vortex y filtraron fuerte desoxigenados
)
Reaccion de Piridina, Agregar 3 gotas Color amarillo
Legal nitroprusiato de de la base débil, (cardenolidos o
sodio al 5% NaOH una gota de la lactonas q, B-
2N solucion de la sal insaturados
y tres gotas de la
base fuerte
Saponinas
Ensayo Reactivo Preparacion de la Procedimiento Resultado
muestra
Prueba de la Agua destilada  Se disolvieron en El extracto Altura de la
altura de la tubos de ensayo, 3 acuoso se espuma entre 8 a
espuma porciones del agitara 10mm, estable por
extracto con 2mL  vigorosamentey 30 minutos
de agua. Luego, se medira la
se agitaron en altura de la
vortex y filtraron espuma
Prueba de NaHCOs3 Se disolvié una Afadir gotas de La formacion de
Bicarbonato de porcion del sal y agitar espuma en forma
sodio extracto con 50 mL  vigorosamente de panal de abeja
de agua. Luego, durante 3 (saponinas)
se agité en vortex minutos

y filtro

Tomado de Buitrago, A. 2018. Modificado por Garcia y Rico.
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Tabla 4. Procedimiento para el tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de los bulbos de

Crinum moorei (Linn.) (Continuacion)

Flavonoides

Ensayo

Reactivo

Preparacion de la muestra

Procedimiento

Resultado

Reaccién
de Shinoda

HCI concentrado
y magnesio
metalico

Reaccién
de Pew’s

Polvo de zincy
HCI5 N

Reaccién
de

Hidréxido
de Sodio

NaOH 10%

2-
aminoetildif
enil-borato
(2-AEDB)

Solucién 2-
AEDB al 2% en
MeOH

Se disolvieron en tubos de
ensayo, 3 porciones del
extracto con 2 mL de
metanol. Luego se agitaron

en vortex y filtraron.

Afadir 2 gotas del
acido

Color rojo
(auronas o
chalconas)

Adicionar virutas
del metal

Color
anaranjado a
rojo, (flavonas)
Color rojo
(flavonoles).
Color magenta
(flavononas)

Adicionar gotas
del &cido y una
porcién del polvo

Color rojo
purpura o rojo
cereza
(dihidroflavona
S).

Color rosa o
café
(flavononas y
dihidrochalcon
as).

Afadir 3 gotas de
la base fuerte

Color amarillo
a rojo
(xantonas y
flavonas).
Color café a
purpura rojizo
(chalconas).
Color azul
(antocianinas)

Aplicar la muestra
en una placa
cromatografia.
Revelar con el
reactivo

Manchas de
color amarillo
con
fluorescencia
intensa a 365
nm.

Cumarinas

Ensayo Reactivo Preparacion de la Procedimiento Resultado

muestra

NH4+OH
concentrado

Fluorescencia
de color azul,
verde o
amarillo a
una longitud
de onda de
365 nm

Se disolvieron en
tubos de ensayo, 3
porciones del
extracto con 2 mL
de metanol. Luego
se agitaron en
vortex y filtraron.

Adicionar 2 gotas
Reaccién con de la base débil
hidroxido de

amonio

Tomado de Buitrago, A. 2018. Modificado por Garcia y Rico.
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Tabla 4. Procedimiento para el tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de los bulbos de

Crinum moorei (Linn.) (Continuacién)

Taninos
Ensayo Reactivo Preparacion de la Procedimiento Resultado
muestra
Control Agua destilada, Se disolvié 100mg  Tubo 1: control Sin reaccién
CH3CH20H y del extracto en 10
NaCl mL de etanol y se
agito durante 5
Gelatina 1% Gelatina Tubo 2: agregar Precipitado de

Gelatina (1%)
Sal (10%)

Gelatina y NaCl

Tricloruro férrico

FeClz 10%

Ferricianuro de
potasio

KsFe (CN)s 1%

minutos. Luego se
realizé una
extraccién con 25
mL de agua
destilada, la
solucién resultante
se calent6 hasta
ebullicién durante
15minutos. A la
solucion se le
adicion6 0,2 mL de
NaCl al 10 % y se
filtr6. Se rotularon
5 tubos de ensayo
y se le adicionaron
3 mL del filtrado

5 gotas de la
solucién gelatina

color blanco
(taninos)

Tubo 3: agregar
5 gotas de la
solucién salina
en gelatina

Precipitado de
color blanco
(taninos)

Tubo 4: agregar
3 gotas de la
solucion de la sal
férrica

Color rojo-vino
(compuestos
fendlicos). Color
verde intenso
(taninos
pirocatecolicos).
Color azul (taninos
pirogalatanicos)

Tubo 5: agregar
1 gotadela
cuaternaria

Color azul
(fendlicos)

Mucilagos

Ensayo

Reactivo

Preparacion de la

muestra

Procedimiento

Resultado

Enfriamiento a
0-5°C

Agua destilada

Se disolvieron en 3
tubos de ensayo, 3

porciones del

extracto con 2 mL

5°C

de agua. Luego, se
agitaron en vortex y

se filtraron

Enfriar a una
temperatura de 0-

Consistencia
gelatinosa
(mucilago)

Tomado de Buitrago, A. 2018. Modificado por Garcia y Rico.
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Tabla 4. Procedimiento para el tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de los bulbos de

Crinum moorei (Linn.) (Continuacién)

Triterpenoides y esteroides

Ensayo Reactivo Preparacion de la Procedimiento Resultado
muestra
Reaccion de H,SO4 Afadir 2 gotas Interfase de color
Lieberman concentradoy  Se disolvieron en del 4cido débily  azul o verde
Bouchard CH;COOH tubos de ensayo, esterificar con 2 (esteroides). Color

3 porciones del

gotas del acido amarillo

extracto con 2mL  fuerte anaranjado
de metanol. Luego (triterpenoides)
se agitaron en Adicionar 2 Interfase de color

Reaccion de vortex y filtraron. gotas reactivo violeta
Rosenthaler con 2 gotas del (triterpenoides)
Vainillina Concentrado acido fuerte
Triterpenoides
Prueba de Se disolvieron en Adicionar Interfase de color
Salkowski Concentrado tubos de ensayo, lentamente 2 mL  marrdn rojizo
(Esteroides) 3 porciones del del acido fuerte (anillo esteroideo)
extracto con 2 mL
de CHCIs. Luego
se agitaron en
vortex y filtraron.
Prueba de A: 25 mL de 4-  Se disolvieron en Aplicar la Mancha de color
Komarowsky hidroxibenzald  tubos de ensayo, muestra en una rojo (triterpenos).
3 porciones del placa Mancha de color

CH3CH,OH al

B: 5 mL H,SO4
y CH;CH,OH

extracto con 2 mL
de metanol. Luego
se agitaron en
vortex y filtraron.

cromatografia.
Eluir con una
mezcla
cloroformo
metanol y agua
(70:30:5).
Revelar con el
reactivo

verde (esteroides)

Compuestos fenélicos

Ensayo Preparacion de la Procedimiento Resultado
muestra
Prueba de FeCl; , solucion Se disolvieron en Adicionar 3 Color rojo vino,
FeCl; de NaCl 0,9% m/v  tubos de ensayo, gotas del verde o azul
y CH;COO-Na* 3 porciones del acetato, (compuestos
extracto con 2 mL  neutralizado con  fendlicos)

de metanol. Luego

3 gotas la sal

se agitaron en férrica en
vortex y filtraron. solucién
fisiologica

Tomado de Buitrago, A. 2018. Modificado por Garcia y Rico.

Método de difusién en agar con discos de papel
La evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto metandlico de los
bulbos de Crinum moorei (Linn.), se desarroll6 en el laboratorio de
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Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU) “Profesora. Luisa Vizcaya”,

del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de

Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, bajo la supervision

de la Doctora Judith Velazco Carrillo, para esto se empleé el método de

difusion en agar utilizando discos de papel.

Por consiguiente, las cepas de referencia internacional que se usaron
fueron Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357), Enterococcus faecalis (ATCC
29212) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A continuacion, se describe

el protocolo experimental:

a)

b)

d)

Se inici6é con la preparacion del medio de cultivo agar Muller Hinton
(HIMEDIA®), aproximadamente veinte mililitros fueron colocados en
las placas de Petri, una vez solidificadas se ejecuté el proceso de
esterilidad y se conservaron hasta el dia del ensayo a cuatro grados
centigrados.

Por otra parte, se cortaron los discos de papel de filtro con un diametro
de seis milimetros, los mismos fueron impregnados con veinte
microlitros del extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei
(Linn.) y solvente (control), luego se colocaron en placas de Petri y
esterilizaron bajo luz ultravioleta durante noventa minutos antes del
ensayo antibacteriano.

Las cepas de referencia se conservaron en los medios adecuados a
temperatura ambiente, a partir de alli se reactivaron las bacterias y se
verifico su pureza.

Luego, se prepararon los indculos en solucion salina estéril (0,85 %
p/v NaCl) hasta alcanzar la turbidez correspondiente al patron de
McFarland N°0,5 (1,5x10® UFC/mL); el inéculo se realiz6 desde un
cultivo fresco de cada cepa bacteriana repicada en caldo de agar

Miuller Hinton.
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e) Consecutivamente se sembré sobre la superficie del agar el in6culo de
cada microorganismo utilizando un hisopo estéril realizando pequefios
giros en la placa en angulos de noventa grados. Luego se colocaron
con una pinza los discos de papel de filtro impregnados con la
muestra solvente (control negativo) y farmacos de referencia para
cada microorganismo (control positivo).

f) Se preincubd durante dieciocho horas a cuatro grados centigrados
con el objetivo de que los compuestos presentes en el extracto se
difundieran en el agar inoculado, tras este tiempo se incubaron
nuevamente en la estufa a treinta y siete grados centigrados durante
cuarenta y ocho horas para el crecimiento bacteriano.

g) Finalmente, cumplido el tiempo de incubacién (veinticuatro a cuarenta
y ocho horas) se hicieron las lecturas de los halos de inhibicién,
expresando el didmetro de la zona de inhibicion en milimetros (mm).
Considerandose la prueba negativa cuando se observd crecimiento
microbiano alrededor de los discos.

h) La determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) se
realizd6 para aquellos microorganismos que  presentaron
susceptibilidad al extracto. Para establecer la Concentracion Inhibitoria
Minima se prepararon diluciones a diferentes rangos de concentracion
y se aplicé el procedimiento antes descrito, el cual permitio determinar
la concentracion mas baja capaz de inhibir el crecimiento bacteriano
(CLSI, 2018).

Disefio de Analisis de los datos

Los datos recolectados fueron analizados a través del enfoque cualitativo.
Tal como lo han referido Hernandez-Sampieri y cols., (2010), el dato sera
medido por escala con el fin de ser analizado. Las caracteristicas que se

miden tienen como punto de partida su naturaleza cualitativa o cuantitativa.
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En tal sentido, las variables cualitativas tienen una escala de medida nominal
y ordinal. Mientras que las variables cuantitativas tienen una escala de
medida de intervalo y de razon.

El universo de esta investigacion estuvo representado por el extracto
metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.), que presentaron actividad

antibacteriana en las cepas de referencia internacional.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en

el extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.).

Para la identificacion de los compuestos quimicos presentes en el extracto
metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.), se empled el tamizaje
fitoquimico con el que se cualificé la presencia de diferentes estructuras
quimicas, tales como: quinonas, antraquinonas, glicosidos, esteroides,
triterpenoides, flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides y fenoles.

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en donde las
antraquinonas y glicésidos estuvieron presentes en altas proporciones;
mientras que las quinonas, saponinas, taninos, esteroides y flavonoides en
moderadas concentraciones. Asimismo, se encontraron en bajas
concentraciones alcaloides, triterpenoides y fenoles.

Es importante sefialar, que la prueba con Acido sulftrico e Hidroxido de
amonio concentrado se utilizaron para determinar quinonas y antraquinonas,
las mismas confirmaron la presencia de estos metabolitos en
concentraciones moderadas y altas respectivamente. Por otra parte, los
glicésidos fueron determinados mediante el ensayo con Hidroxido de sodio,
observandose una coloracion amarilla que indicé una elevada presencia de
este tipo de compuesto.

Con relacion a los triterpenoides se evidencio una baja presencia con la
reaccion de Rosenthaler, asi como cantidades moderadas de esteroides con

las pruebas de Salkowski y Lieberman Bouchard.
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Tabla 5. Tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.)

Metabolitc_;s Pruebas Cr
secundario
Antraquinonas NH4OH conc +++
Quinonas H2S04 conc ++
L NaOH conc +++
Glicosidos Keller Killiani T
Triterpenoides Rosenthaler +
. Lieberman Bouchard ++
Esteroides -
Salkowski ++
Pew’s +
Flavonoides NaOH 10 % ++
Shinoda ++
Gelatina 1 % +
. Solucién gelatina-NaCl ++
Taninos
KsFe(CN)s +
FeClz 10% ++
Saponinas Altura de espuma ++
NaHCOs3 +
Alcaloides Dragendorff +
Cumarinas NH4sOH -
Mucilagos Enfriamiento 5 °C -
Fenoles FeClz 5 % NaCl 0,9 % +

Cr: Crinum moorei, Ausente (-) Baja (+) Moderada (++) Alta (+++)

Otros ensayos realizados permitieron identificar en bajas concentraciones
flavonas y dihidrochalconas utilizando el reactivo de Pew’s, de igual manera,
con la reacciéon de Shinoda se identificaron moderadas proporciones de
flavonas. Asimismo, se observaron moderadas cantidades de xantonas luego
de adicionar Hidréxido de sodio a una porcién del extracto.

Por otro lado, para la identificacion de taninos se emplearon las pruebas
de gelatina al 1% y Ferricianuro de potasio resultando bajas cantidades. Sin
embargo, la reaccién con la solucion de gelatina-cloruro de sodio y Cloruro
férrico al 10%, mostraron presencia moderada de este metabolito. Para el
estudio de las saponinas se usoé la prueba de la espuma y bicarbonato de
sodio, donde resultaron concentraciones moderadas y bajas.

En cuanto a los fenoles se determinaron con las pruebas de Cloruro de
hierro al 5% y Cloruro de sodio al 0,9% donde se observdé en bajas
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cantidades. Por su parte, la cantidad de alcaloides fue baja para la prueba de
Dragendorff y no se encontré la presencia de mucilagos y cumarinas con las
pruebas respectivas.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con el
estudio reportado por Marmolejo, 2018; donde el tamizaje fitoquimico para
los bulbos de Crinum amabile determind la presencia de alcaloides en altas
concentraciones, flavonoides, antocianidinas y azucares reductores en
escasas proporciones. Del mismo modo, el autor destacé la presencia de los
alcaloides sanguinina, bufanisina y hemantamina con una abundancia de 1%
a 5%.

Otro estudio fitoquimico realizado por Shorinwa y cols., 2018; con los
bulbos de Crinum jagus revel6 la presencia de alcaloides, flavonoides y
esteroides en altas concentraciones; los taninos en moderadas proporciones
mientras que las saponinas en bajas cantidades. Ademas, los investigadores

hallaron alta presencia de carbohidratos y azlGcares reductores.

Actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios presentes en el

extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.).

El extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.) fue
ensayado para determinar su actividad antibacteriana, para ello se empleé el
método de difusion en agar con discos de papel impregnados con el extracto
frente a las diversas cepas de referencia internacional. En tal sentido, los
microorganismos seleccionados para el ensayo fueron Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) y Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853).

Los resultados obtenidos para la actividad antibacteriana que se
presentan en la tabla 6, indican que no hubo efecto de los metabolitos

secundarios frente a las bacterias gramnegativas; pero si presentaron
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actividad frente a las bacterias grampositivas. Para el caso de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) se obtuvo un halo de inhibicion de 10
milimetros y una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 100 mg/mL; en
cuanto a la especie Enterococcus faecalis (ATCC 29212) presentd un halo
de inhibicion de 12 milimetros y la concentracion inhibitoria minima fue de
500 mg/mL.

Tabla 6. Actividad antibacteriana del extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei
(Linn.)

Zona de inhibicion (mm)*
MICROORGANISMOS EXTRACTO Antibidticos CIM
LI VA CE AZ Pl

Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) _ 10 467 100
aléeégcgggﬁ)faecahs 10+ 20% 500
ggggg)richia coli (ATCC NA 36+ NE
KebsielR TR A ne
Pseudomonas aeruginosa NA 26+ NE

(ATCC 27853)

LI: Linezolid® (30ug; Oxoid™); VA: Vancomicina® (30ug; Liofilchem s.r.l.); CE: Cefuroxima® (30pg; Oxoid™);
AZ: Aztreonam® (30ug; BD BBL™), PI: Piperacilina® (100ug; Oxoid™) CIM: Concentracion Inhibitoria Minima;
NA: No activo NE: No ensayado; *mm: milimetros de los halos de inhibicién (disco de 6 mm de diametro) /

promedio 2 ensayos.

En el estudio para la sensibilidad antibacteriana del extracto metandlico
de los bulbos de Crinum moorei (Linn.), los resultados permitieron demostrar
su potencialidad para la inhibicion del crecimiento de las cepas grampositivas
ensayadas. Asi mismo lo expresaron Rahman y cols., (2011) en su
investigacién, donde el extracto de los bulbos de la especie Crinum
asiaticum, mostré una zona de inhibicion frente a Staphylococcus aureus con
un halo de 11 milimetros y la CIM de 250 pg/mL.

Sin embargo, el efecto inhibidor en los microorganismos gramnegativos
fue para Escherichia coli un halo de inhibicién de 10 milimetros y CIM 250

pug/mL, Pseudomonas sp con 9 milimetros y CIM de 500 pg/mL. Ademas,
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expresaron que el éxito del ensayo se asocia al tipo de disolvente utilizado
en el procedimiento de extraccion, en donde los extractos de plantas
obtenidos con solventes organicos como el metanol proporcionan mayor
actividad antimicrobiana en comparacién cuando realizaron la extraccién con
agua.

Por otro lado, Lannello y cols., 2014; realizaron un estudio antibacteriano
con el extracto de Crinum angustum, observando mayor actividad contra
Staphylococcus aureus (CIM: 312 pg/mL), Enterococcus faecalis (CIM: 625
png/mL) y Klebsiella pneumoniae (CIM: 625 pg/mL); sin embargo, no hubo
efecto contra las cepas bacterianas Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa.

En otra investigacion, Akintola y cols., 2016; estudiaron el efecto
inhibitorio del extracto crudo de los bulbos de Crinum jagus. En ese sentido,
demostraron su accién contra Staphylococcus aureus con una (CIM: 6,25
mg/mL) y un halo de inhibicion de 6 milimetros, Pseudomonas aeruginosa
(CIM: 50 mg/mL) y 10 milimetros, Klebsiella pneumoniae (CIM: 6,25 mg/mL)
y 10 milimetros.

Por otra parte, Ivalenil y cols., 2010; realizaron un ensayo con extractos
alcohdlicos de las hojas de Crinum asiaticum, evidenciando su gran efecto
sobre las cepas: Staphylococcus aureus con un halo de inhibicion de 13
milimetros, Pseudomonas aeruginosa (16 milimetros), Escherichia coli (15
milimetros) y Klebsiella pneumoniae (18 milimetros); con una CIM promedio

para todos los casos de 1,5 mg/mL.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El ensayo cualitativo para la determinacion de los metabolitos secundarios
en el extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.) permitié
establecer la presencia de antragquinonas Yy glicosidos en altas
concentraciones; quinonas, esteroides, flavonoides, taninos y saponinas en
moderadas proporciones; ademas de alcaloides, triterpenoides y fenoles en
bajas cantidades.

Con relacion a la actividad antibacteriana, solo se observo efectividad
contra las cepas Staphylococcus aureus con un halo de inhibicién de 10
milimetros y una CIM de 100 mg/mL, Enterococcus faecalis present6 un halo
de inhibicion de 12 milimetros y la CIM fue de 500 mg/mL. Para las demas

cepas en estudio no se obtuvo efecto inhibitorio.
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Recomendaciones

» Para la especie Crinum moorei (Linn.) existen pocos reportes en la
literatura especializada, se recomienda profundizar su investigacion
realizando la separacién cromatografica y elucidacion de las estructuras
guimicas.

» Realizar otras actividades biolégicas para determinar el potencial del

extracto metandlico de los bulbos de Crinum moorei (Linn.).
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