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RESUMEN

El arbol de Sapindus saponaria (jaboncillo), originario de Mesoamérica
perteneciente a la familia Sapindaceae, ha sido utilizado por sus
propiedades  medicinales, tales como, Dbactericida, antifingica,
antiinflamatoria, entre otros. El objetivo de esta investigacion fue confirmar
la actividad antibacteriana y la composicion quimica de los extractos de las
hojas de Sapindus saponaria en cepas de referencia internacional. Los
extractos de las hojas fueron obtenidos mediante la técnica de extraccién
por refllujo utilizando como disolventes: hexano, metanol y agua. La
composicién quimica se determiné mediante el tamizaje fitoquimico. La
actividad antibacteriana se realiz6 mediante el método de difusion en agar
con discos. El resultado del tamizaje fitoquimico revel6 la presencia de
alcaloides, esteroles, compuestos fendlicos, saponinas, flavonoides y
glicésidos cardiotonicos, la actividad antibacteriana evidencié sensibilidad
frente a E. coli (7 mm) E. faecalis (8 mm) y P. aeruginosa (7 mm) a una
concentracion de 10 mg/mL y no presento actividad frente a S. aureus y K.
pneumoniae.

Palabras claves: Sapindus saponaria, Tamizaje fitoquimico, Actividad

antibacteriana.
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INTRODUCCION

La aparicidbn de multiresistencia en las bacterias, en un rango cada vez
méas amplio de antibiéticos y en un numero cada vez mayor de bacterias
patogenas, plantea una grave amenaza para la salud humana en la
actualidad y esto se debe en parte al uso incontrolado de antibidticos.
Proporcionando una alternativa para combatir enfermedades infecciosas, se
han realizado estudios que comprueban que los compuestos activos
contenidos en un material vegetal pueden tener un uso medicinal (Gonzales,
Maguifia y Gonzales, 2019).

Un agente anti-infeccioso esta definido por su espectro antibacteriano, es
decir, por el conjunto de microorganismos patégenos que se ven afectados
por las concentraciones del antibidtico sin causarle toxicidad. Los
antimicrobianos son compuestos obtenidos de forma natural o biosintética, o
totalmente en el laboratorio. La principal importancia de los mismos radica en
inhibir el aumento de una poblacion bacteriana o para eliminarla, a unas
concentraciones que puedan ser toleradas por el huésped (Paredes y Roca,
2004).

Sapindus saponaria se distribuye desde el sur de Estados Unidos,
Centroamérica, Venezuela, Ecuador, Perd, Colombia y Brasil. Se presenta en
bosques abiertos humedos o secos, o en orillas, frecuentemente plantado
junto a las casas en suelos anaranjado-rojizos, arcillosos. Su distribuciéon
altitudinal varia de 0 a 1800 metros sobre el nivel del mar, donde se adapta a
gran variedad de suelos desde calizos hasta volcanicos. Igualmente, se ha
encontrado que el jaboncillo soporta bien la sequia (Sanchez y Silva, 2008).
En la actualidad es utilizada como fuente industrial en el tratamiento de la
tos, bronquitis, antihistaminico, antiinflamatorio, problemas cardiacos y otros
problemas de salud. En esta investigacion se estudiaron los extractos de las

hojas de las cuales se ha demostrado que contienen sesquiterpenlactonas,



taninos, glicosidos saponinicos entre otros, asimismo presentan marcada
actividad inhibitoria en los cultivos de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. A pesar de que Sapindus posee una buena fuente de saponinas
bioactivas, faltan estudios detallados sobre la composicion quimica de la
especie S. saponaria (Abreu, 2005; Grisi, Forim, Soares, Anese, Franco,
Nogueira y cols., 2014).

En tal sentido el objetivo de este trabajo fue confirmar la actividad
antibacteriana y la composicién quimica de los extractos de las hojas de
Sapindus saponaria en cepas de referencia internacional.

El presente trabajo esta sistematizado de acuerdo a las normas de la
Asociacion Americana de Psicologia (APA) 6ta edicion, de la siguiente
manera. En V Capitulos, el Capitulo | denominado El Problema, contiene los
siguientes elementos: Planteamiento del Problema, Justificacion, Objetivos,
Alcances y Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo II, llamado Marco
Tedrico comprende: Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases
Tedricas, Definicion Operacional de Téerminos, Operacionalizacion de las
Variables e Hipétesis. El Capitulo Ill, titulado Marco Metodol6gico comprende
los siguientes puntos: Tipo y Diseflo de la Investigacion, Poblacion y
Muestra, Sistemas de variables, Instrumento de Recoleccion de Datos,
Procedimientos de la Investigaciéon y Disefio de Analisis. El capitulo IV
denominado Resultados y Discusion. El Capitulo V, llamado Conclusiones y

Recomendaciones. Por ultimo, las Referencias Bibliohemerogréficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La situacion de Venezuela en la zona tropical del mundo determina la
permanencia de enfermedades propias del ambiente tropical, donde la
transmision de agentes etiolégicos infecciosos es comun a partir de
permanentes ciclos en la naturaleza de afecciones virales, bacterianas,
parasitarias y micéticas (Aguilar, 2017).

A pesar de la disponibilidad de farmacos para el tratamiento de estas
infecciones, se presenta otro problema mencionado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) como la “pandemia silenciosa” que hace
referencia a la aparicibn de nuevos mecanismos de resistencia de los
patdogenos a los antimicrobianos convencionales; muchos medicamentos
disponibles actualmente se vuelven ineficaces en la prevencion y tratamiento
de las infecciones, debido principalmente a la aparicion cada vez mayor de
patégenos oportunistas multirresistentes (Organizacion Mundial de la Salud,
2016).

Actualmente las posibilidades terapéuticas se ven notablemente
disminuidas por falta de nuevos medicamentos que actuen frente a diversos
patégenos, que no posean restriccion en el espectro de accion, alto costo y
efectos adversos en el paciente (hepatotoxicidad, nefrotoxicidad,
fototoxicidad). Debido a estas razones los esfuerzos se orientan a la
busqueda de nuevos agentes antimicrobianos que superen dicha
problematica como es el uso de productos naturales derivados de plantas, ya

que permite encontrar compuestos bioactivos y una de las ventajas de



obtener este tipo de sustancias es que se reducen los efectos secundarios
(Torres, Le6n y Tomas, 2017).

En vista de la situacion actual del problema descrito anteriormente, se
plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢ Cual es la relacion entre la
actividad antibacteriana y la composicion quimica del extracto de las hojas de

Sapindus saponaria en cepas de referencia internacional?

Justificacién de la Investigacion

A lo largo de la historia, los metabolitos de las plantas han sido utilizados
por la humanidad, convirtiéndose en una fuente inagotable de compuestos
quimicos y complejas sustancias activas, que desde hace muchos afios han
sido explotadas por el hombre (Torres, 2004). En los ultimos afios el uso de
productos naturales con fines terapéuticos ha sido cada vez mas frecuente,
llegando a alcanzar hasta aproximadamente el 80% de la poblacién en los
paises en vias de desarrollo (Organizacion Mundial de la Salud, 2007). Hoy
en dia los organismos mundiales, encargados de velar por la salud humana,
recomiendan y promueven el uso de productos naturales con fines
medicinales, en el marco de terapias tradicionales y alternativas cuando
éstas han demostrado su utilidad y representan un riesgo minimo
(Organizacién Mundial de la Salud, 2023).

Las plantas representan la principal herramienta terapéutica de uso
tradicional, desde la antigiedad la medicina tradicional ha desempefiado un
rol importante aliviando las enfermedades y el dolor. Actualmente existe un
gran interés por el mejor conocimiento y uso de alternativas de origen
vegetal, entre las que destaca la medicina natural (Bonilla, Arroyo y Chavez,
2007). El uso de remedios naturales muchas veces se realiza en forma
empirica y basada solo en la tradicion; sin embargo, en este momento los
estudios de fitoterapia son cada vez mayores, permitiendo tener una base

cientifica solida, por lo que va tomando mayor importancia la blusqueda de



nuevas fuentes vegetales de metabolitos con actividad antibacteriana

(Alzamora, Morales, Armas y Fernandez, 2001).

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicién
quimica de los extractos de las hojas de Sapindus saponaria en cepas de

referencia internacional.

Objetivos Especificos

e Obtener tres extractos de las hojas de Sapindus saponaria utilizando
disolventes de diferente polaridad (hexano, metanol, y metanol/agua (70:30))
por medio del método de reflujo en caliente.

¢ |dentificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en los
extractos mencionados anteriormente a través de pruebas quimicas de
coloracion y/o precipitacion.

e Determinar la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos usando el
método de difusion en agar con discos (Kirby-Bauer), en cepas de referencia

internacional.

Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

Los alcances de esta investigacion estan relacionados con la importancia

gue han tenido los estudios de productos naturales en los ultimos afios, que

si bien es cierto el hombre ha utilizado milenariamente sus plantas de



manera intuitiva. Asi pues, puede verse como las plantas, especialmente las
medicinales, constituyen un eje en torno al cual giran y ha de darse lugar a
grandes implicaciones sociales y econdmicas del mundo contemporaneo. En
este sentido, esta investigacion aporta desde el punto de vista cientifico
nuevos datos sobre la composicién quimica y la actividad antibacteriana de
la especie Sapindus saponaria con el fin de que los mismos puedan ayudar a
esclarecer su estatus taxondmico, ademas, considerando que ésta planta
puede ser una rica fuente de recursos terapéuticos, otro alcance, es
promover estrategias medicinales de origen vegetal como alternativa al

creciente problema de resistencia bacteriana.

Limitaciones de la Investigacién

Durante el proceso de investigacion se encontraron con algunas limitantes
que pudieron alterar los resultados esperados del estudio, como las
condiciones en las que se encuentra el Instituto de Investigacion de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, que
debido a una gran cantidad de hurtos, la situacién actual del pais y la crisis
econdémica suscitada por la pandemia COVID-19, durante los afios 2020-
2022 han dejado en problema a dicho ente por la falta de material, reactivos
y equipos. Como consecuencia, solo identificamos los metabolitos
secundarios presentes en la planta ya que el aparato para medir sus
concentraciones (cromatografia de alta resolucion) no esta funcionando pese
al robo del software de dicho artefacto. Por otra parte la escasa informacion
reciente (trabajos previos) que la sustenten con respecto a su actividad
antibacteriana. Otras limitantes que se presentaron fueron las constantes

fallas de servicios como la electricidad, el agua y el internet.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

El presente problema de estudio ha sido divulgado por varios autores, en
los ultimos afios. Se puede citar a Garcia, Menicoze, Domingos, Polonio, Dos
Santos, Dos Santos y cols (2023), llevaron a cabo un trabajo titulado:
Actividad antimicrobiana in vitro del extracto crudo de la bacteria endofitica
Pseudomonas aeruginosa (SS93) aislada de Sapindus saponaria L. El
objetivo del estudio fue evaluar la capacidad antibacteriana y antifingica del
extracto crudo de metabolitos secundarios producidos por las bacterias
endofitica. Para la obtencién del extracto crudo se utilizé acetato de etilo
como disolvente. La bacteria P. aeruginosa (SS93) aislada como enddéfito de
hojas sanas de S. saponaria L fue recuperada de la Coleccion de
Microorganismos Endofiticos y Ambientales (CMEA) del Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana (LBIOMIC). Para evaluar la actividad
antibacteriana, utilizaron el método de kirby-Bauer, para ello cultivaron las
bacterias patdégenas y posterior a eso se ajustaron a una concentracion
equivalente a la escala de McFarland 0,5, luego la suspension bacteriana
(100 pl). Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas. Este estudio
arrojo resultados positivos contra Enterococcus. faecalis, Salmonella flexneri,
Salmonella entérica y Staphylococcus aureus. Para E. faecalis y S. aureus,
se observo la formacion de halos de inhibicion en todas las concentraciones
analizadas, especialmente en 500 y 700 ug. Mientras que contra S. flexneri y
S. entérica se observo la formacion de halos con valores estadisticamente

significativos, sin embargo, menores que los obtenidos con los controles de



antibiotico. Y por ultimo no hubo formacion de halos contra Escherichia coli y
Pseudoma aeruginosa. Este trabajo se incluye como antecedente ya que
guarda relacion con el tema, en cuanto a las actividades biologicas
evaluadas de la planta en estudio.

Pujol, Tamargo, Salas, Calzadilla, Acevedo y Sierra (2020), quienes
publicaron un trabajo titulado: Tamizaje fitoquimico de extractos obtenidos de
la planta Sapindus saponaria L que crece en Cuba. El objetivo del estudio fue
determinar los principales metabolitos secundarios de esta especie a través
del tamizaje fitoquimico. Se recolectaron los frutos, la corteza del tallo y las
hojas. Los extractos fueron obtenidos mediante la técnica de maceracion con
éter dietilico, etanol y agua. La identificacién de los metabolitos secundarios
presentes en los tres extractos, se realiz6 cualitativamente a través de
reacciones y analisis quimicos. En los tamizajes fitoquimicos realizado a los
extractos de hojas, corteza del tallo y fruto, sugiere la presencia de
abundantes compuestos grasos, alcaloides, azlcares reductores, saponinas,
compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas Yy triterpenos/esteroides,
este Ultimo solo para el extracto con éter dietilico en el caso del fruto. Siendo,
los de mayor abundancia saponinas, flavonoides, azlcares reductores y
taninos, lo cual pudiera estar relacionado con las propiedades medicinales
gue se le atribuyen a la planta. Teniendo en cuenta la composicion de los
extractos se plantean promisorias las evaluaciones farmacolbgicas de la
planta Sapindus saponaria L que crece en Cuba ante diversas patologias,
razon por la cual se incluye este trabajo como antecedente de la presente
investigacion.

Saglik, Gucluer y Ozhak (2020), publicaron un trabajo titulado:
Investigacion de los efectos antimicrobianos de Sapindus mukorossi sobre
patdogenos endoddnticos. El objetivo de este estudio fue evaluar si varias
soluciones de extracto de S. mukorossi tienen actividad antibacteriana contra
patdogenos endodonticos especificos. Se obtuvieron cuatro extractos del

pericarpio del fruto aplicando el método de extraccion Soxhlet, utilizando



cuatro disolventes: metanol, etanol, butanol y agua destilada. Los extractos
fueron evaluados con el ensayo de difusiébn en disco para determinar su
actividad antibacteriana, para ello los extractos se llevaron a una
concentracion de 204,8 mg/mL de utilizando dimetilsulféxido (DSMO) al 10%
y agua destilada. Los resultados mostraron que los organismos de prueba
fueron inhibidos por los cuatro extractos en el caso de Fusobacterium
nucleatum (14 mm para los extractos de etanol y metanol, 12 mm para
butanol y el extracto acuoso) y Porphyromonas gingivalis (15 mm para los
extractos: etanol, metanol, butanol y 14 mm para el extracto acuoso). Segun
los resultados de las pruebas, no se detectd ningun efecto antibacteriano
contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa. Sin embargo, tomando en cuenta que todos los extractos
mostraron actividad antibacteriana contra microorganismos especificos con
zonas de inhibicion, estos efectos pueden hacer que la planta sea util para
aplicaciones de endodoncia. Este trabajo se incluye como antecedente
debido a que la especie evaluada pertenece al mismo género en estudio, por
lo tanto, es posible que el contenido de los extractos de Sapindus saponaria

posea gran cantidad de sustancias activas.

Antecedentes Histéricos

Sapindus saponaria es una planta muy antigua, procedente de América
Central, en el pasado era habitual encontrarla en cafetales, orillas de rios,
patios y huertos caseros, los primeros habitantes indigenas extraian la
semilla redondeada negra del fruto ya maduro y la utilizaban como jabén
(Valverde, 1999). De ahi que, en el Codice Florentino, escrito por Bernardino
de Sahagun en el siglo XVI reporta que los indigenas la usaban para la
caspa y para matar sanguijuelas en el cuerpo (Valdés,1830). Carlos Linneo
describe por primera vez esta planta y la publica en Species Plantarum, en el

afio 1753. Tiempo después, Francisco Hernandez sefala en uno de sus
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libros que “las hojas presentan cierto sabor acre con alguna astringencia y
amargor”’, agrega, “quienes vengan después de mi, podrian facilmente
investigar los usos medicinales” (Hernandez, 1986). Desde entonces se
comenzO a estudiar esta especie, como muestra, a mediados de 1993 se
realiz6 una investigacion para descubrir los efectos de S. saponaria sobre
diferentes parametros de la digestién ruminal (Diaz, Avendano y Escobar,
1993), mas adelante, en el afio 1995 se llevé a cabo un estudio sobre las
saponinas, con el fin de demostrar el efecto molusquicida de Sapindus
saponaria L. a nivel de laboratorio (Ribeiro, Zani, De Almedia, Martinely,
Hamburguer y Hostettmann, 1995), pero fue a partir del afio 1998 cuando se
descubrieron todas las propiedades de este arbol, desde alli, se han
realizado diversos estudios con el fin de aprovechar los componentes del
jaboncillo. Un ejemplo de ello, es una investigacion realizada por una
estudiante de la Universidad San Carlos en Guatemala, en el afio 2000,
quien evalu6 las muestras de frutos de Sapindus saponaria para determinar
si podian ser utilizados como fuente de materia prima para sintetizar
hormonas sexuales y corticoides a gran escala (Quevedo, 2000).

Por lo tanto, debido a su amplia actividad biologica y farmacoldgica, hoy
dia esta planta se destaca por su efecto piscida, insecticida, también tiene
accién espermicida, molusquicida y antihelmintica, ademas, ha sido
evidenciada en ensayos biologicos la capacidad inhibitoria hacia el
crecimiento de bacterias y hongos y todos los estudios farmacoldgicos
llevados a cabo sugieren que este material posee un gran potencial para ser
utilizado en el desarrollo de medicamentos (Valdéz, Tamargo, Olivet,
Paredes, Hernandéz, Gonzéalez y Cols., 2015).
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Bases Teoéricas

Productos naturales

Los productos naturales son sustancias derivadas del metabolismo
secundario de los organismos vivos, las cuales generalmente participan
directamente en los mecanismos de defensa y supervivencia. En sentido
amplio un producto natural estd formado por todos los compuestos de la
Naturaleza. En sentido mas restrictivo un producto natural sélo es un
metabolito secundario (Gutiérrez y Estévez, 2009). Por otra parte, también
son conocidos como productos quimicos sintetizados por seres vivos en
pequefias cantidades y no de forma generalizada. Pueden ser Utiles por sus
posibilidades directas como agentes terapéuticos, pueden servir como
modelos para la preparacion de sustancias bioactivas, como materia prima
para la sintesis de sustancias de interés farmacologico y/o interés industrial
(Gutiérrez y Estevez, 2009).

Clasificacion de los productos naturales

Se estima que varios cientos de miles de productos naturales y
biomoléculas han sido aislados y caracterizados a partir de plantas, hongos,
organismos marinos y liqguenes, entre otros. Sélo a partir de plantas se han
aislado y caracterizado mas de 110 mil metabolitos secundarios, y se estima
que quedan varios millones de sustancias por descubrir, ya que solo se ha
analizado una intima parte de las fuentes naturales disponibles. Avalos y
Pérez en el 2009 los agrupan en cuatro categorias segun sus rutas
biosintéticas:

e Terpenos: Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o

aceites esenciales.

12



e Compuestos fendlicos: Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

e Glicosidos: Saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos
y glucosinolatos

e Alcaloides.

Un amplio grupo de productos naturales también ha sido clasificado por

Pérez y Jiménez (2011) segun su aplicacion, entre ellos se agrupan:

e Los productos farmacéuticos que incluyen alcaloides, saborizantes
y flavonoides.

e Los productos utilizados como pigmentos y en la perfumeria como
los antocianinos, betalinos, el aceite de rosas y de jazmin.

e Los productos utilizados con fines quimicos y agroquimicos como

proteasas, vitaminas, lipidos, aceites, latex.

Rutas Biosintéticas

La importancia de los productos naturales radica en la propia funcion
biologica en la que son biosintetizados. Las principales rutas de biosintesis
de metabolitos secundarios derivan del metabolismo primario del carbono
(Esquema 1). Existen tres intermedios quimicos principales como son el
acetil-CoA, el acido shikimico y el acido mevaldnico, a partir de estas tres
rutas se biosintetizan los principales grupos de productos naturales como son
los &cidos grasos, antraquinonas, terpenos, esteroides, alcaloides,
cumarinas, lignanos, entre otros (Avalos y Pérez, 2009; Gutiérrez y Estévez,
2009).

La sintesis de los productos naturales comienza con la fotosintesis que
tiene lugar en plantas superiores, algas y algunas bacterias. Es un proceso
endotérmico que requiere de la luz solar. Aquellos organismos incapaces de
absorber la luz obtienen su energia de la degradacion de carbohidratos
(Gutiérrez y Estevez, 2009).
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La ruta del acido shikimico se lleva a cabo en bacterias, hongos, algunos
protistas y plantas, pero estd ausente en el reino animal, por lo que algunos
productos derivados de esta via son nutrientes esenciales en la dieta del ser
humano. Por otro lado, algunos de los derivados de esta ruta biosintética
tienen actividad farmacolégica y biolégica, por lo que son ampliamente
utilizados en la medicina y nutricion humana (Herrera, Reveles y Velasquez
2016).

CO;
v

Fotosintesis

Metabolismo primario del carbono

Eritrosa-4-fosfato Fosnoenolpiruvato Piruvato 3-fosfoglicerato-(3PGA)

Ciclo de los acidos «——Acetil-CoA
tricarboxiicos l l

Aminoacidos alifaticos Via del acido Via del acido

l Malonico Mevalénico

Productos

Nitrogenados

'
v
v v

Via del &cido Via MEP
Shikimico —_ Aminoacidos Compuestos Terpenos _,
aromaticos fendlicos
Esquema 1. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas. Via
del metileritritol fosfato (Via MEP). Tomado y modificado de Avalos y Pérez,
20009.
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Terpenos

Los terpenos son metabolitos secundarios sintetizados por plantas y
guimicamente son derivados del isopreno (2-metil-1,3-butadieno) que se
polimerizan bajo la accion enzimética de dos o méas unidades; se clasifican
de acuerdo al numero de unidades de isopreno, ensambladas en
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos,
triterpenos y tetraterpenos (Macias, Alvarez y Suarez, 2010).

Los terpenos o terpenoides se sintetizan a partir de metabolitos primarios
por dos rutas: la del acido mevalénico (MEV), la cual ocurre en el citosol, y la
ruta del metileritritol fosfato (MEP), que se encuentra en los cloroplastos. En
la ruta MEV tres moléculas de acetil-CoA se condensan para formar acido
mevaldnico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP), o bien la
ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera
también IPP (Almeyda, 2017).

Los terpenos constituyen la familia mas grande de productos naturales.
La ruta metabdlica biosintética de los isoprenoides genera metabolitos
primarios y secundarios que son de gran importancia en el crecimiento y
supervivencia de las plantas, por ejemplo, son reguladores del crecimiento
vegetal, forman parte de los pigmentos fotosintéticos, transportan electrones
y son componentes estructurales de las membranas (Almeyda, 2017). Los
esteroides son derivados de triterpenos con una estructura tetraciclica que
consta de tres anillos de seis miembros y un anillo de cinco miembros todos
fusionados. Las estructuras que presentan un grupo alcohol en los esteroides
son conocidas como esteroles, en plantas se encuentran: el estigmasterol y
el sitosterol que hacen parte de las membranas celulares y realizando

funciones protectoras frente a insectos (Ege, 1998).
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Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que
contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un
anillo aromatico con un grupo hidroxilo (Isaza, 2007). Estos se biosintetizan
en las plantas por medio de rutas como la del acido shikimico y la del
acetato-malonato (ver Esquema 2). La ruta del acido shikimico es la mas
importante para originar compuestos fendlicos a través de la cual las
especies vegetales biosintetizan mas de 8000 compuestos fendlicos y
polifendlicos cuya caracteristica mas relevante es su comportamiento
antioxidante (Martin, 2017).

Eritrosa-4-fosfato Acido fosfoenolpirtvico
(De la ruta de las pentosas fosfato) (De la glicdlisis)
Ruta del &cido shikimico Acetil-CoA
Fenilalanina Ruta del 4cido malénico
Acido gélico Acido cinamico

* ! !

Taninos hidrolizables Fenoles simples Flavonoides Fenoles diversos

Ligninas Taninos

Esquema 2. Rutas de sintesis de compuestos fendlicos. Tomado y
modificado de Avalos y Pérez, 2009.
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Las siete reacciones enzimaticas de la ruta del &cido shikimico son
responsables de la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos
presentes en las plantas y comienza con la interaccion de productos del
metabolismo primario: eritrosa 4- fosfato y fosfoenolpiruvato, procedentes de
la via de las pentosas y glucdlisis, respectivamente (Herrera, Reveles y
Veldsquez, 2016). Por la ruta del shikimato se pueden producir &cidos
aromaticos como el acido corismico, prefénico, quinico, galico que pueden
ser bloques de construccibn de muchos otros compuestos mas
funcionalizados. También a partir del acido cinamico se puede obtener
grupos tan diversos como las cumarinas, las chalconas, los flavonoles,
flavanonas, ligninas, lignanos. Si se hace referencia a la ruta del acetato
malonato, se pueden generar fenoles simples como el acido 6-metilsalicilo y
otros derivados como el &cido orsellinico (Avalos y Pérez, 2009).

Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso de metabolitos
secundarios, que han sido y seguiran siendo estudiados, principalmente
gracias a su actividad bioldgica. Actualmente, cerca de 10,000 compuestos
fendlicos diferentes han sido identificados en la naturaleza y la mayoria de
ellos son de origen vegetal (Martin, 2017; Vermerris y Nicholson, 2006).

Existen numerosas clases de compuestos fendlicos, por lo tanto en el
presente capitulo se dara una version resumida de los distintos grupos que
comprenden. Se describiran a continuacion las principales caracteristicas de
los grupos mas abundantes de compuestos fendlicos vegetales, entre ellos:
fendlicos simples, flavonoides y estilbenos, ligninas y taninos (Herrera y cols.,
2016).

Compuestos fendlicos simples: Los fendlicos simples abarcan a su vez

tres grupos de relevancia: los fenilpropanoides simples, las cumarinas y los

derivados del 4cido benzoico (Herrera y cols., 2016).
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e Fenilpropanoides: La via de los fenilpropanoides es precursora de
muchos metabolitos en las plantas ya que, por medio de esta, se realiza la
biosintesis de fitoquimicos a partir de la estructura de carbono de la
fenilalanina. Los fenilpropanoides juegan un papel muy importante en la
habilidad que tienen las plantas para contrarrestar el ataque de patégenos,
entre estos se incluye de manera general a las ligninas y compuestos
fendlicos como los flavonoides, los cuales toman parte en alguna de las
multiples rutas precedidas por esta via (Herrera y cols., 2016).

e Cumarinas: son una amplia familia de lactonas, mas de 1500
identificadas en mas de 800 especies de plantas, que actian como
agentes antimicrobianos y como inhibidores de germinacién. Algunas
muestran fototoxicidad frente a insectos tras activarse por luz UV
(Avalos y Pérez, 2009).

e Derivados del acido benzoico: tienen un esqueleto formado por
fenilpropanoides que han perdido un fragmento de dos carbonos de la
cadena lateral. Ejemplos de estos derivados son la vainillina y el acido
salicilico, el cual actia como regulador del crecimiento vegetal,
implicado en la resistencia de la planta frente a patégenos (Avalos y
Pérez, 2009).

Flavonoides y estilbenos: Los flavonoides son un grupo muy diverso de
compuestos fendlicos, de los cuales se conocen mas de 6000 estructuras
diferentes. El esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos
anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en
funcién del grado de oxidacion del puente de tres carbonos, siendo los
principales antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas
(Avalos y Pérez, 2009).

En la ruta de biosintesis de flavonoides la primera etapa consiste en la
condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-

cumaril-CoA. Esta reaccion esta catalizada por calcona sintasa y da lugar a
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naringerina calcona, precursor de los flavonoles y antocianinas. La misma
condensacion catalizada por la estilbeno sintasa conduce a la formacion
estilbenos implicados en mecanismos de defensa de plantas frente a
patdgenos. Las antocianinas son flavonoides pigmentados responsables de
la mayoria de los colores de las flores y los frutos (Avalos y Pérez, 2009;
Herrera y cols., 2016).

Ligninas: Son polimeros altamente ramificados de fenilpropanoides.
Después de la celulosa, son las sustancias organicas mas abundantes en las
plantas. Se forma a partir de tres derivados fenilpropanoides: los alcoholes
coniferilico, cumarilico y sinapilico, de manera que cada uno de ellos puede
formar numerosos enlaces y ramificaciones de los solventes organicos lo que
hace muy dificil su extraccion sin degradarla, haciendo que cada lignina
pueda ser unica. También tiene funcion protectora dado que su resistencia
mecanica evita que las plantas sean alimento para animales (Avalos y Pérez,
2009; Herrera y cals., 2016).

Taninos: Son compuestos fendlicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, su estructura es compleja y presentan masas
moleculares altas. Existen tres grupos estructurales que se producen por
diferentes vias biosintéticas, los taninos hidrolizables derivan de la via del
acido shikimico, los florotaninos provienen del malonilcoA y los taninos
condensados derivan por biosintesis mixta (Isaza, 2007).

Son una variedad de polifenoles vegetales usados en el proceso de
curtiembre para convertir la piel de los animales en cuero y hacerla asi
resistente al agua, al calor y al ataque de los microorganismos. Los taninos
aparecen en altas concentraciones en la corteza y lefio de algunos arboles y
en agallas vegetales. Sus aplicaciones en diversas industrias derivan en gran
medida de su capacidad para formar complejos con alcaloides, iones

metalicos (hierro, manganeso, vanadio, cobre, aluminio, entre otros) y con
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macromoléculas como las proteinas (Avalos y Pérez, 2009; Von, 2007). Los

taninos se agrupan en dos clases principales:

e Taninos hidrolizables: se caracterizan por presentar estructura de
glicésidos. La porcién no glucidica (aglicon) corresponde a moléculas
de &cido gélico o su dimero, el acido elagico. Dentro de los azucares,
generalmente esta presente la glucosa (Von, 2007).

e Taninos condensados: se trata en este caso de polimeros cuyas
estructuras estan relacionadas con los compuestos flavonoides.
Reciben también el nombre de proantocianidinas, proantocianidoles o

leucoantocianidinas (Von, 2007).

Glicésidos: Son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, de caracter anfilico y gran diversidad estructural. Estos
metabolitos consisten en un residuo lipofilico de distinta naturaleza, unido a
uno o0 mas residuos oligosacaridos que pueden consistir desde un
monosacarido a oligosacarido pudiendo presentar diversas modificaciones
estructurales que son el origen de la enorme diversidad estructural que se
encuentra en esta familia de productos naturales (Ferreira y Olivaro, 2015).
Existen tres grupos de glicésidos de particular interés: saponinas,
glicésidos cardiacos y glicésidos cianogénicos. Una cuarta familia, los
glucosinolatos, se incluyen en este grupo debido a su estructura similar a los

glicosidos (Avalos y Pérez, 2009).

Saponinas se encuentran como glicosidos esteroideos, glicésidos
esteroideos alcaloides o bien glicésidos triterpenos (Figura 1). Son por tanto
triterpenoides o esteroides que contienen una o0 mas moléculas de azucar en
su estructura. Se pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azUcar
(el terpeno sin el azucar, por ejemplo), en cuyo caso se denominan

sapogeninas. La adicion de un grupo hidrofilico (azucar) a un terpenoide
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hidrofébico da lugar a las propiedades surfactantes o detergentes similares al
jabén que presentan las saponinas (Avalos y Pérez, 2009). Se les conoce
desde la antigiiedad por su capacidad de formar espuma cuando se les agita
con agua. El nombre saponina se le dio debido a este comportamiento como
jabon. Se caracterizan también por su sabor amargo y por la hemdlisis de
eritrocitos. Muchas tienen propiedades farmacolégicas por lo que se usan en
fitoterapia, medicina popular y en la industria de cosméticos (Valencia, Mac
Donald, Cuyos y Dueias, 2005)

HO “'OH

Figura 1. Estructura general de una saponina. Tomado y modificado de

Lépez, Gonzalez, Méndez y Palma, 2022.

Los glicésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a las
saponinas esteroideas, tienen también propiedades detergentes, pero su
estructura contiene una lactona. Se encuentran de forma natural en forma de
glicosidos o de agliconas. Quiza el mas conocido sea la digitoxina (Figura 2)
0 su analogo digoxina, aislada de Digitalis purpurea y utilizada como
medicamento en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva
(Avalos y Pérez, 2009).

21



Figura 2. Estructura quimica de la Digoxina (Glicésidos Cardiaco). Tomado y

modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Los glicosidos cianogénicos son compuestos nitrogenados, que no son
toxicos por si mismos pero se degradan cuando la planta es aplastada
liberando sustancias volatiles téxicas como cianuro de hidrégeno (HCN). Un
ejemplo es la amigdalina (Figura 3) que se encuentra en las semillas de

almendra, albaricoque, cereza o melocotdn (Avalos y Pérez, 2009).

CH,OH
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Figura 3. Estructura quimica de los glicosidos cianogénicos. Tomado y

modificado de https://quimicaencasa.com/la-quimica-de-las-cerezas/.

Los glucosinolatos, también llamados glicésidos del aceite de mostaza, se
degradan y desprenden sustancias volatiles responsables del aroma, el olor
y el gusto de condimentos como la mostaza y de vegetales como el repollo,

brocoli o coliflor (Brassicaceae) (Avalos y Pérez, 2009).
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Alcaloides: Constituyen un grupo de numerosos compuestos secundarios
nitrogenados aislados tradicionalmente de plantas, aunque actualmente se
ha reportado también la presencia de un nimero creciente de este tipo de
metabolitos en algunos animales e insectos. Debido a que muchos alcaloides
tienen formulas quimicas complejas y multiples carbonos asimétricos, el
estudio de sus vias de biosintesis ha sido relativamente dificiles de resolver,
y en algunos casos permanecen aun incompletos. Las rutas biosintéticas son
diversas y los precursores que utilizan las plantas son los aminoéacidos: L-
ornitina, L-arginina, L-lisina, histidina, L-fenilalanina, L-triptéfano o L-tirosina y
en menor proporcién otros compuestos que pueden intervenir como la L-
prolina, el acido antranilico, el acido nicotinico y otros (Ringuelet y Vifa,
2013; Bruneton, 2001).

La sintesis se lleva a cabo en determinados 6rganos de las plantas, por
Ejemplo: La morfina en el latex, la hiosciamina en la raiz, la cocaina (Figura
4) en hojas y algunos como la nicotina, se forman en la raiz y se translocan y
almacenan en otras partes de la planta (en las hojas en el caso del tabaco)
(Ringuelet y Vifa, 2013).

CH3\N 0
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Figura 4. Estructura quimica de la Cocaina (Alcaloide del tropano). Tomado

y modificado de https://www.shutterstock.com/es/imagevector/cocaine-

chemical-formula-molecular-structure-vector-21046648

La funcion de los alcaloides en las plantas no es aun clara, pero existe

algunas sugerencias sobre el “rol” que juegan estas sustancias en los

vegetales. La mayoria de ellos presentan acciones fisiolégicas marcadas
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sobre el organismo animal, o bien son toxicos para los insectos (Ringuelet, y
Vifa, 2013).

Han sido citados algunos alcaloides con actividad antiviral (esparteina),
bactericidas (lupinina, lupanina, angustifolina), nematicidas (anagirina,

matrina y citisina), atrayentes o repelentes (Bruneton, 2001).

Familia Sapindaceae

El orden Sapindales de acuerdo al sistema de clasificacion de Cronquist
(1981), se encuentra representado por 15 familias y cerca de 5.400 especies
ubicadas principalmente en las familias Sapindaceae (ver taxonomia en la
tabla 1) y Rutaceae. El sistema APG (Grupo de Filogenia de Angiospermas)
lo reduce a nueve familias, cerca de 460 géneros y 5.700 especies.
Siguiendo la clasificacion de Cronquist (1981), indica que en Venezuela las
familias del orden Sapindales que se encuentran son Anacardiaceae,
Burseraceae, Hippocastanaceae, Meliaceae, Sapindaceae, Simaroubaceae,
Staphyleaceae, Rutaceae y Zygophyllaceae. De acuerdo a APG, las familias
de Sapindales en Venezuela se reducen de nueve a seis ya que excluye a
las familias Hippocastanaceae, Staphyleaceae y Zygophyllaceae (Ledn,
2013).

Sapindales es un orden de interés en el pais ya que incluye especies de
alto valor como Sapindus saponaria (Sapindaceae) Anacardium excelsum
(Anacardiaceae), Astronium graveolens (Anacardiaceae), Cedrela odorata
(Meliaceae), Swietenia macrophylla (Meliaceae), Bulnesia arborea
(Zygophyllaceae), entre otras. Ilgualmente, desde el punto de vista frutal, hay
especies de importancia como Mangifera indica (Anacardiaceae), Spondias
mombin (Anacardiaceae) y Melicoccus bijugatus (Sapindaceae) (Ledn,
2013).

Actualmente Sapindaceae, comprende alrededor de 141 géneros y 1900

especies, presentan una amplia distribucién en el mundo, es cosmopolita,
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representada en América tropical con 968 especies, en Africa tropical existen
234, en la parte sur de Africa hay 27, en la India 37. Esta familia es de gran
importancia en Venezuela desde el punto de vista floristico. Se encuentra
bien representada en la mayor parte del territorio nacional y algunas de sus
especies son utilizadas en el campo medicinal, ornamental y en el
aprovechamiento de la madera. Se distribuye principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales del pais, mientras que en las zonas aridas el

namero de especies es menor (Caldnico, 2019; Leo6n, 2011).

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica de la Familia Sapindaceae

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Sapindaceae
Fuente: Tomado y madificado de https://www.botanical

online.com/productos-naturales/jaboncillo-sapindus-saponaria

Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados

La familia Sapindaceae se caracteriza por la presencia de numerosas
sustancias bioactivas de diversa naturaleza quimica en corteza, hojas frutos
y raiz. Las investigaciones quimicas de esta familia han llevado al
aislamiento de saponinas, diterpenos, triterpenos y flavonoides (Grisi, Forim,
Soares, Anese, Franco, Nogueira, y cols., 2014).

Otros estudios fitoquimicos realizados en especies de la familia
Sapindaceae reportan ademas la presencia de alcaloides, acidos grasos,
taninos condensados y productos cianogénicos. También se ha detectado la
presencia de fenoles y esteroides, y se ha demostrado que el extracto de

muchas de sus especies posee actividad hipoglucemiante y que el uso de
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estos metabolitos sirve como estimulantes y para el tratamiento de diarreas
ligeras. Asimismo, se han reportado varios extractos con actividad
antibacteriana y se han aislado los metabolitos como escopoletina y

estigmasterol (Polanco, 2011).

Usos etnobotanicos y actividades bioldgicas

La familia Sapindaceae presenta una gran cantidad de usos que van
desde la utilizacion de sus troncos como madera de construccion, hasta ser
aprovechada por sus beneficios terapéuticos. Varias especies se cultivan por
su valor ornamental y usos diversos, como la elaboracion de jabén casero,
jarabes e incluso para la preparacién de bebidas, o bien por sus frutos
comestibles (Polanco, 2011).

Es decir que esta familia vegetal posee usos agricolas, medicinales y
domésticos. Es por ello que tiene un elevado valor econémico. Las semillas
de varias especies se han reconocido como venenosas, mientras que otras
se emplean para la elaboracién de collares y articulos de adorno similares.
(Calderén y Rzedowski, 2006). Las especies de la familia Sapindaceae son
conocidas por sus usos medicinales tradicionales como diurético,
estimulante, expectorante, tensioactivo natural, sedante, antihelmintico y
agente contra el dolor de estémago y la dermatitis en muchas partes del
mundo (Grisi y cols., 2014).

Recientemente, se reportd que el extracto de hojas, raiz y otras partes de
las plantas de algunas especies pertenecientes a esta familia, poseen
actividad hipoglucemiante, leishmanicida e incluso poseen actividad frente a
Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas. Ademas
algunos bejucos son utilizados para tratar apostemas, fistulas, infecciones,

vomitos, dolor de cabeza y diarrea (Polanco, 2011).
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Género Sapindus

El género Sapindus esta formado por unas doce especies de arboles o
arbustos, originario de Mesoamérica, distribuidos por los trépicos y
subtropicos del mundo. Su nombre genérico deriva de las palabras del latin
sap que significa "jabon", e indicus, que significa "India". Las especies
pertenecientes a este género presentan arboles, arbustos, bejucos con
zarcillos y ocasionalmente hierbas, plantas poligamas o dioicas. Tallos en los
bejucos con madera compuesta de un haz central y varios periféricos. Hojas
alternas, ocasionalmente opuestas, persistentes, simples, lobadas,
trifolioladas, biternadas, paripinnadas, imparipinnadas o pinnaticompuestas.
Flores bisexuales 0 unisexuales con apéndices petaloides de formas
complejas, simples o bifurcadas. Frutos capsulas infladas, bayas, drupas o
esquizocarpos alados o inflados, septifragas, loculicidas. Semillas ovoides a
esféricas o comprimidas de color pardo o negro, con o sin arilo (Abreu, 2005;
Caldnico, 2019).

Varias especies de Sapindus se valoran en algunos paises por su
madera, utilizada para carpinteria de interior, construcciones rurales,
horcones, mangos de herramientas y postes de cerca (Ledn, 2013). Este

género se clasifica taxondmicamente (Tabla 2) de la siguiente manera:

Tabla 2. Clasificacion Taxonémica del Género Sapindus

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Sapindales
Familia Sapindaceae
Género Sapindus

Fuente: Tomado y modificado de https://www.botanical-online.com/productos

naturales/jaboncillo-sapindus-saponaria
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Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados

Estudios detallados sobre la composicion quimica de este género
reportan saponinas triterpénicas (lupeol) (1) y esteroidales (espirostanol) (2),
oligoglucésidos y sesquiterpénicos aciclicos como Farneseo como las
principales sustancias bioactivas encontradas en sus frutos (Grisi y cols.,
2014). El potencial medicinal de Sapindus ha sido estudiado por autores de
varios paises en los Ultimos afios, evidenciando la presencia de
sesquiterpenlactonas (3), y taninos (4) en hojas y tallos. Ademas se ha
demostrado que contiene terpenos (lupano) (5) los cuales se encuentran
abundantemente en este género. También han dilucidado la presencia de
otros metabolitos como flavonoides (isoflavonoide) (6) en todos los estudios

realizados a las hojas (ver estructuras en la Figura 5) (Abreu, 2005).

HO
Saponina triterpénica: Lupeol (1) Saponina esteroidal: Espirostanol (2)
OsOH
@) HO OH
O OH
Sesquiterpenlactonas (3) Tanino (4)

Figura 5. Principales compuestos quimicos aislados del género Sapindus.

Tomado y modificado de Gongora, Mendoza, Lopez, Lopez, y Quihui, 2023.
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Lupano (5) Flavonoide: Isoflavonoide (6)

Figura 5. Principales compuestos quimicos aislados del género Sapindus.
Tomado y modificado de Géngora, Mendoza, Lépez, Lopez, y Quihui, 2023.

(Continuacion).

Usos etnobotanicos y actividades biologicas

Hasta ahora se informan 55 usos tradicionales y 29 efectos biolégicos
comprobados. Entre estos usos, con mas referencias para las especies del
género Sapindus estan el tratamiento de la epilepsia y afecciones de la piel,
como abortivo y piscida, distribuidos casi la totalidad en S. saponaria, S.
trifoliatus y S. mukorossi, en ese orden. El fruto (pericarpio) es la parte mas
empleada, aunque también hay referencias del uso de la hoja, ramas,
corteza y semillas. Una gran diversidad de habitos tradicionales se refieren
por los pueblos de varias zonas geograficas para el género Sapindus, el
efecto de muchos de estos usos es posible agruparlos en sistemas de
organos o0 acciones como: Sistema Genitourinario, Nervioso y Respiratorio;
biocidas y sobre la piel (Abreu, 2005). Se destaca el empleo del género en
otros paises en situaciones de salud que competen a la Ginecoobstetricia
como abortivo, inductor del parto y para el tratamiento del dolor uterino y
también en usos tan diversos como: emético, en la histeria, antiepiléptico,
contra la halitosis, antimicrobiano, en el colera, paralisis, emenagogo, piscida

y exorcismo, entre otros. Adicionalmente, esta demostrado que sirve como
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detergente, ademas la madera es utilizada para la fabricacion de mangos de
herramientas y como lefia (Valverde, 1999).

Especie Sapindus saponaria

El arbol de Sapindus saponaria (Figura 6) tiene una altura entre 8 a 15 m,
con un diametro de 45 a 50 cm y el tronco ramificado. Se identifica por su
copa redonda a ovalada estrecha. La corteza tiende a ser escamosa de color
grishcea a verdosa, levemente fisurada. Sus ramitas terminales son
cilindricas, glabrescentes. Las hojas son compuestas, alternas,
imparipinadas con borde entero, lanceoladas, longitud de 10-20 cm, apice
obtuso, base asimétrica, borde entero, y el raquis alado (Jorgensen y Leon,
1999).

Es una planta monoica; es decir, posee flores unisexuales con
caracteristicas como color blancas, diametro de 0,5 cm, en inflorescencias de
racimo compuesto o panoja. El fruto es una drupa monospérmica de color

castafio con un didmetro de 2-3 cm, cdscara semi-transparente de una sola

semilla de color negro, lustrosa y dura (Ministerio del Ambiente Ecuador,
2012).

Figura 6. Arbol de Sapindus saponaria, tomado y modificado de

https://catalogovallsgarden.com.ar/producto/sapindus-saponaria
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La especie Sapindus saponaria se conoce con diferentes nombres
comunes, entre los que se encuentran chambimbe, chambimba, michq,
pepo, parapara, jaboncillo y chumbimba. Importante destacar que florece de
enero a mayo y de octubre a diciembre, fructifica en enero y de marzo a
diciembre (Sanchez y Silva, 2008; Caldnico, 2019). Se ubica dentro de la
familia Sapindaceae (Tabla 3) por lo que sigue el siguiente orden

taxonémico:

Tabla 3. Clasificacion Taxonémica de la especie Sapindus saponaria.

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Sapindaceae
Género Sapindus
Especie Sapindus saponaria

Fuente: Tomado y modificado de https://www.botanical-online.com/productos

naturales/jaboncillo-sapindus-saponaria

La Sapindus saponaria originaria de América tropical, se distribuye desde
el sur de Estados Unidos, Centroamérica, Venezuela, Ecuador, Peru,
Colombia y Brasil. Ha sido introducida ademas en los trépicos del viejo
mundo, a las islas Filipinas, parte de Oceania y el oeste de la India. En
Venezuela se distribuye ampliamente en regiones calidas, el arbol crece con
frecuencia en la regién del Orinoco y el Amazonas (Pujol y Cols., 2020;
Pittier, 1939). Ademas se presenta en bosques abiertos hUumedos o secos, 0
en orillas, frecuentemente plantado junto a las casas en suelos anaranjado-
rojizos, arcillosos. Su distribucion altitudinal varia de 0 a 1800 metros sobre el

nivel del mar, donde se adapta a gran variedad de suelos desde calizos
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hasta volcanicos. Igualmente, se ha encontrado que el jaboncillo soporta bien

la sequia (Sanchez y Silva, 2008).

Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados de S.

saponaria

En los estudios realizados a esta planta se han identificado flavonoides
como la 4-metoxiflavona (7), luteolin (8) y rutin (9) en las hojas y en los tallos
y la presencia de saponinas monoglicosilada; &cido 3-O- §-D glucopiranosil
oleandlico (10) y trimeros epicatequinico (11) en el pericarpio del fruto. La
semilla contiene los triterpenos y el esterol como beta-sitosterol (12). En las
partes aéreas se han detectado el estigmasterol (13), el acido oleandlico
(14), el orientin el isoorientin, la luteolina-7-O-B-glucurénido y la rutina (Pujol
y cols., 2020). Otros estudios fitoquimicos han planteado la presencia de
alcaloides ademas de saponinas triterpénicas del tipo hederagenina (15) (ver
estructuras en la Figura 7). Las principales sustancias bioactivas encontradas
en sus frutos son las saponinas. En base a esta informacion las hojas
pueden producir compuestos biologicamente activos y poseer fuentes

potenciales de herbicidas naturales (Grisi y cols., 2014).

o CL,
HO 0o HO O OH

4-metoxiflavona (7) luteolin (8)

Figura 7. Compuestos quimicos aislados de Sapindus saponaria. Tomado y
modificado de Avalos y Pérez, 2009.
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Cr
HO\Q;(;[ OH

Rutin (9)

Trimeros epicatequinico (11) Beta-sitosterol (12)

Figura 7. Compuestos quimicos aislados de Sapindus saponaria. Tomado y

modificado de Avalos y Pérez, 2009 (Continuacion).
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HO

Estigmasterol (13) Acido oleandlico (14)

Saponinas triterpénicas: hederagenina (15)

Figura 7. Compuestos quimicos aislados de Sapindus saponaria. Tomado y
modificado de Avalos y Pérez, 2009; Ruiz, Diaz y Rojas, 2015.

(Continuacion).

Usos etnobotanicos y actividades biologicas de S. saponaria

De esta especie se han informado 32 usos tradicionales y 14 efectos
biologicos comprobados. A escala internacional para S. saponaria hay
también diversos reportes etnobotanicos, puesto que desde la antigiedad se
usa como antidoto contra la picadura de alacran en las gallinas, la madera se
utiliza para artesanias y lefia, la cascara del fruto se emplea para lavar oro y
ropa, las semillas para elaborar collares, y también los nifios las usan como
canicas para jugar (Abreu, 2005).

Las conocidas propiedades detersivas de esta especie se la confieren las

saponinas que contienen en el pericarpio, estas también pueden ejercer una
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amplia actividad biolégica y farmacoldgica: antiedematosa, venotdnica,
broncolitica, citotéxica frente a varias neoplasias, antiinflamatoria,
hipocolesterolémica, entre otras. La corteza, raiz y frutos se utilizan en la
medicina popular como tranquilizante, astringente, diurético, expectorante,
ténico, depurativo de la sangre, cicatrizante y para contrarrestar la tos,
siendo también un neutralizador de hemorragias. Adicionalmente, se ha
reportado que el extracto de Sapindus saponaria tiene actividad como
antifingico, antibacteriano y larvicida (Abreu, 2005; Rashed, Sirit, Glamollija,
Calhelha, Ferreira y Sokovit, 2013).

Extractos Vegetales

Los extractos vegetales son productos obtenidos de distintas partes de la
planta: tallos, hojas, flores, corteza, etc. Estos estan compuestos por varias
sustancias, de las cuales son los compuestos aromaticos, lo que tienen las
propiedades antimicrobianas y se hallan en la fraccion oleosa o aceites
esenciales. Se obtienen a partir de diversos procesos utilizando solventes
apropiados tales como agua, etanol o éter (Herman, Ayepa, Shittu, Fometu, y
Wang, 2019; Tongnuanchan y Benjakul, 2014).

Métodos de Extraccion

Existen varios métodos de separacion o de extraccion para analizar las
propiedades bioactivas de una droga vegetal, sin embargo los mas
empleados son los siguientes:

e Extraccion sdlido — liquido
Es un proceso en el que se separan uno o0 varios constituyentes
solubles contenidos en un sodlido inerte usando un disolvente

adecuado (Figura 8). Los factores mas importantes que influyen en la
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velocidad de extraccion son: Tamafo de las particulas sdlidas, tipo de
disolvente, temperatura y agitacion del disolvente-soluto. Esta
operacion se realiza con aparatos llamados extractores, que pueden
trabajar a régimen permanente o por lotes; se pretende tener el
contacto més intimo posible entre las fases para favorecer la
extraccion. La operacion recibe también el nombre de lixiviacion,
nombre mas empleado al disolver y extraer sustancias inorganicas en
la industria minera o percolacion cuando se hace con un disolvente
caliente o a punto de ebulliciébn (Aguado, Calles, Cafizares, Lépez,
Santos, Serrano y cols., 2010).

Figura 8. Extraccion solido-liquido. Leyenda: 1: Disolvente, 2: Material de
extraccion, 3: Soluto, 4: Fase portadora soélida lixiviada. 5: Disolvente con el
soluto de transicion en el disuelto. Tomado y modificado de Procesosbio,
2012.

e Extraccion por Soxhlet
Este es un proceso de extraccion continua de un material sélido
gue contiene algunos de los compuestos deseados, se coloca dentro
de un dedal de papel filtro grueso, que se carga en la camara principal
37 del extractor Soxhlet (Figura 9), donde se hace pasar el solvente,
este ciclo puede repetirse muchas veces, durante horas o dias. Para

la extraccién del material vegetal se puede dividir en: Parte aérea
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(flores, frutos, semillas, hojas, tallo y raiz), el estudio fitoquimico puede
ser de la planta completa 0 una de sus partes para un analisis

especifico (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Salida de agua
e
Refrigerante —>-
Entrada de agua
Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento™™ Cartucho
Sifon—s poroso
Ascenso de
Regreso del vapores
———
solvente + ¢ xtraido
Calentador

Figura 9. Equipo de Extraccion Soxhlet. Tomado y modificado de Rivas y
cols., 2016.

e Extraccion por reflujo
Es una técnica experimental de laboratorio, para el calentamiento
de reacciones que ocurren a una temperatura superior a la
temperatura ambiente. En el proceso para evitar que por un
calentamiento excesivo se evapore el solvente es utilizado un sistema

de reflujo que consiste en enfriar el vapor del solvente, con un
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refrigerante y devolverlo al balon que contiene el material para

continuar el proceso (Marriott, Méndez, Espinoza y Martinez, 2024).

Maceracion

Este es un método de extraccién sdlido-liquido (Figura 10) donde el
material vegetal que se pretende extraer contiene compuestos
solubles en el liquido de extraccion. Para realizar este proceso el
material vegetal se corta en pequefos trozos o molido, fresco o0 seco
se coloca en recipientes adecuados, afadiendo el solvente
seleccionado por polaridad: hexano (o éter de petroleo), cloroformo y
finalmente metanol o etanol en reposo o en un equipo con agitacion
continua, a temperatura ambiente durante 5 dias cada extraccion, otra
opcion es obtenerlo en una forma directa agregando una mezcla de
solventes: metanol: cloroformo: hexano en la proporcion 7:2:1,

obteniendo un extracto de manera directa (Rivas y cols., 2016).

Figura 10. Proceso de maceracion. Tomado y modificado de Rivas y cols.,

2016.

Extraccién liquido- liquido

Consiste en la separacién de los constituyentes de una mezcla
liguida por contacto con otro liquido inmiscible (parcial o totalmente
inmiscible), de esta manera no existe cambio de estado fisico (Figura

11). Constan de 2 fases: La fase acuosa (agua o dilucién acuosa) y la

38



fase organica (disolucién o disolvente organico inmiscible con el agua)
(Gomis, 2010).

* 4 Solutos + Soluto de interés | Especie acliva (extractante)

Figura 11. Extraccion liquido-liquido. Tomado y modificado de Gomis, 2010.

e Infusidn
Es un proceso simple de extraccidn con agua, en el que se le
agrega agua caliente o fria al material molido y luego se filtra para
hervirlo por 15 minutos (Lopez, Loimig y Ortega, 2022).

e Decoccion
El procedimiento para la obtencion de una decoccién es similar al
de la infusion, con la diferencia que en la decoccion una vez que el
agua alcanza la temperatura de ebullicibn se agrega la parte de la
planta a utilizar al agua hirviendo y se mantiene en la fuente de calor

ente 5y 10 minutos aproximadamente (LOpez y cols., 2022).
Andlisis fitoquimico
El ensayo fitoquimico o “screening” fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar

cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes

en una planta y, a partir de alli, orientar la extraccion o fraccionamiento de los
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extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés. De manera que
el tamizaje fitoquimico consiste en la extraccion de la planta con solventes
apropiados y la aplicacion de reacciones de coloracion y precipitacion. Este
método permite la evaluacién rapida con reacciones sensibles reproducibles
y de bajo costo (Sharapin, 2000).

Para conocer el tipo de compuestos presentes en las plantas pueden
usarse diferentes técnicas, tales como el tradicional tamizaje fitoquimico,
cromatografia de gases, cromatografia de capa delgada, cromatografia de
liguidos de alta resolucion, espectrofotometria de masas, espectrofotometria
infrarrojo, entre otras (Lock, 1988).

Aunque en la actualidad existen técnicas avanzadas para determinar la
naturaleza quimica de los metabolitos de las plantas, los ensayos
fitoquimicos tradicionales aun constituyen una forma confiable de realizar un
analisis cualitativo de los extractos, ya que arrojan informacion preliminar
acerca de su composicion. Los resultados de las reacciones son reportados
como (+) o (-) para el metabolito de que se trate (Sharapin, 2000). A
continuacion se describen las pruebas aplicadas para la determinacion
cualitativa de los metabolitos secundarios mas estudiados en la materia

vegetal:

Determinacion de alcaloides: Ensayo Dragendorff y Mayer

Debido a la propiedad que presentan los alcaloides de combinarse con
metales pesados como el bismuto, mercurio y yodo se dan las siguientes
reacciones:

e Reaccion de precipitacion con reactivo de Mayer: Este reactivo
precipita la mayoria de los alcaloides en medio &cido favoreciendo la
formacion de precipitados cristalinos de color blanco. Cuando el
yoduro de potasio reacciona con el cloruro de mercurio forma un

precipitado rojo de yoduro de mercurio (Figura 12), el cual es soluble
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en exceso de iones de yoduro dando la formaciébn de un anion

complejo incoloro (Coy, Parra 'y Cuca, 2014).

’HgCI2+2I —2CI + Hglzl

| Hlz* | — Hgl; «

Figura 12. Reaccion de precipitacion con reactivo de Mayer. Tomado y

modificado de Coy, Parray Cuca, 2014.

e Reaccion de precipitacion con reactivo de Dragendorff: Este reactivo
contiene yoduro de bismuto potasio, donde al reaccionar Bi (NO3)3
con el 4cido (HCI) y con yoduro de potasio, forma complejos de color

naranja (Figura 13) (Coy, Parra y Cuca, 2014).

l. |
MY N— -
WS+ kBil, —= /I“E”l’\ 3l ]“‘\T'
| .

Reactivo de fr]d\ 1
Alcaloide Cragendorff

Complejo caolorido

Figura 13. Reaccion de precipitacién con reactivo de Dragendorff. Tomado y

modificado de Coy, Parra y Cuca, 2014.

Determinacion de triterpenos y esteroles: Ensayo de Lieberman-
Burchard

El ensayo de Liebermann-Burchard consiste en una reaccion donde el
esterol se oxida por la presencia del acido sulfrico que forma una molécula
gue contiene un doble enlace adicional. En la etapa inicial de esta prueba
ocurre la protonacion del grupo OH del esterol habiendo una pérdida de agua

y obteniéndose el i6n carbonio 3,5 colestadieno que constituye la primera
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parte para la formacion de color (Figura 14) (Carvajal, Hata, Sierra y Rueda,
2009).

R R
(OHAC/H2S04)
B
HO
o +S0;3
B —
-SO,
— >

Figura 14. Reaccién de Lieberman-Burchard. Tomado y modificado de

Carvajal y cols., 2009.

Para la identificacion de esteroides también se utiliza el ensayo de
Vainillina- acido ortofosforico el cual detecta el nlcleo esteroidal presente en

la molécula (Carvajal y cols., 2009).

Determinacion de compuestos fendlicos: Ensayo de Cloruro Férrico

Los fenoles reaccionan con cloruro férrico (Figura 15) dando distintas
coloraciones dependiendo del compuesto con que reaccionan. Una
coloracion negra grisacea puede corresponder a catecol, pero si su
coloracion es negro azulado hay una posible presencia de pirogalol, esta
prueba identifica compuestos fenolicos mediante la formacién de un complejo

de fenol (Carvajal y cols., 2009).
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OH O

+ Feclzs—> |Fe + 3HCI
3

Complejo coloreado

Figura 15. Formacion de complejo de fenoles con cloruro férrico acuoso.

Tomado y modificado de Carvajal y cols., 2009.

Determinacion de saponinas: Ensayo de la Espuma

Las saponinas se pueden valorar por métodos fisicos como el llamado

Test Afrosimétrico y el indice de Espuma o indice Afrosimétrico. Estos

meétodos de evaluacion estan basados en la propiedad fisico-quimica que

presentan las soluciones acuosas de saponinas, de disminuir la tension

superficial de los liquidos acuosos, provocando abundante espuma por

agitacion (Figura 16). La prueba es positiva cuando la aparicion de espuma

es muy persistente y la persistencia en minutos de la espuma se califica con

cruces: 5 - 20 min. (+); 20 - 25 min. (++); 30 - Mas (+++) (Valencia,

Donald, Cuyos y Duefias, 2005).

CH; CHs
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H:C O cri Q OH
CH
OH O.
[e) HZSO4 CH OH + CH3
CH -
H,0
HO HO HO™ ~OH
CHs
HsC O
CH
OH
CH O _on
HO -
o
OH

Mac

Figura 16. Identificacion de saponinas. Tomado y modificado de Valencia y

cols., 2005.
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Determinacion de taninos: Prueba de la gelatina

Para la determinacion de los taninos se utiliza el Ensayo de gelatinas al que
consiste en la observacion de un precipitado, ya que los taninos tienen la
propiedad de reaccionar con las proteinas formando compuestos insolubles
(Isaza, 2007).

Determinacion de flavonoides: Ensayo de Shinoda

La identificacion de estos metabolitos secundarios se realiza por medio de
las pruebas de Shinoda (Zn/HCI) y Leucoantocianidinas. La primera, es la
reaccion del magnesio en medio acido (Figura 17) que reduce el flavonoide
generando un producto coloreado que va del rojo anaranjado al violeta

(Delporte, 2010), presentandose la siguiente reaccion quimica:

+ Mg/,Cl — + MgcCl,

Figura 17. Reaccion quimica: prueba de Shinoda para deteccion de

flavonoides. Tomado y modificado de Delporte, 2010.

Determinacion de cumarinas: Ensayo de Fluorescencia

La prueba para su identificacién se basa en la fluorescencia en medio
basico, las cumarinas se caracterizan por su intensa absorcion en la regién
ultravioleta del espectro, las cuales al ser examinadas a la luz ultravioleta
presentan coloracién exaltada en presencia de hidréoxido de amonio (Jain y
Joshi, 2012).
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Determinacion de quinonas y antraquinonas: Prueba de Borntrager

Se fundamenta en la hidrolisis de los enlaces glicosidicos y se produce
una oxidaciéon de las antronas y los antranoles hasta antraquinonas
generando la formacion de complejos de color rojo (Figura 18) (Carvajal y
cols., 2009).

O OH
SOSEETS SOOI
O OH

Figura 18. Reaccion quimica de Borntrager. Tomado y modificado de

Carvajal y cols., 20009.

Determinacion de lactonas: Reaccion de Baljet.

En la identificacion de estos compuestos se realiza la prueba de Baljet
que identifica lactonas a, B-insaturadas (Figura 19) y se basa en la formacion
de un complejo formado entre el acido picrico y la lactona q, B y y insaturada,
que presenta coloracién rojo claro a oscuro (Martino y Sulsen, 2019).
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@
CH . NE
OH_O . o (eSS
CH OH
+NaOH — = D
OH R 3-N<o
HO
& oH o
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o o> +H,
— o HO

Coloracién naranja o roja
Figura 19. Reaccion de Baljet. Tomado y modificado de Martino y Sulsen,
2019.
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Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares que pertenecen al grupo de los
procariontes; esto quiere decir que carecen de un nucleo celular y de
organulos como las mitocondrias, los cloroplastos o el aparato de Golgi, por
lo que su material genético (ADN) se encuentra libre en el citoplasma. A
pesar de su sencilla organizacién celular, presentan una gran diversidad de
formas conocidas como filamentos, cocos, bacilos, vibrios y espirilos. Las
bacterias miden entre 0,5 y 5 p de longitud; son tan pequefas que es
imposible verlas a simple vista, excepto cuando se agrupan en colonias
(Sanchez, Gonzales, Ayora, Martinez y Pacheco, 2017).

Estos microorganismos cuentan con una pared que envuelve a la célula 'y
le proporciona solidez y proteccion contra el ambiente externo. La pared
celular que rodea a las bacterias es compleja, y existen dos formas bésicas:
una pared celular grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y
una pared celular gramnegativa con una delgada capa de peptidoglucano,
asi como una membrana externa. Algunas bacterias carecen de pared
celular y compensan su ausencia sobreviviendo tan so6lo en el interior de
células del organismo anfitrion o en un ambiente hiperténico (Murray,
Rosenthal y Pfater, 2011).

Clasificacion de las bacterias

Las morfologias microscépica y macroscopica de las bacterias fueron las
primeras caracteristicas utilizadas para identificarlas y alin constituyen unos
elementos fundamentales en la mayoria de los algoritmos de identificacion
utilizados actualmente. Por ejemplo, las bacterias se pueden clasificar segun
su capacidad de retencion de la tincion de Gram (microorganismos
grampositivos y gramnegativos) y por la forma de cada célula (cocos, bacilos,
espirilos). Ademas, el aspecto macroscopico de las colonias bacterianas

(propiedades hemoliticas en un medio de agar sangre, la pigmentacion, el
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tamafio y la forma de las colonias y el olor de las colonias) también se
emplea en la identificacion de las bacterias (Murray y cols., 2011).

Sin embargo, de todos los métodos que existen para clasificar y estudiar
la morfologia de las bacterias, la tincion Gram ha sido uno de los que mas
han resistido el paso del tiempo. Esta técnica de estudio, desarrollada en
1884 por el bacteri6logo danés Hans Christian Gram, permite hacer la
diferenciacion de las bacterias en dos grupos de acuerdo con las
propiedades de sus membranas para tefirse. Son bacterias grampositivas
las que después de la tincion se visualizan al microscopio con un color
morado; en cambio, las bacterias gramnegativas se visualizan de color rosa,
rojo o grosella. Este método que permite hacer un estudio muy general de las
bacterias puede complementarse con otros rasgos de estos microorganismos
que resultan utiles para agruparlos y clasificarlos, tal como se muestra en el
tabla 4 (Sanchez y cols., 2017).

Se piensa que la diferencia entre los dos grupos se debe a un mayor
grosor de la pared celular, especificamente en una capa de las
grampositivas, en donde el yodo y el colorante precipitan y tifien la pared de
color violeta. En cambio, en el grupo de las bacterias gramnegativas el
colorante cristal violeta (o violeta de genciana) se pierde facilmente. Sin
embargo, existen algunas bacterias en las que este método de identificacién
no se puede aplicar debido al alto contenido de lipidos que presenta la capa
de la pared celular; tal es el caso de las micobacterias (Mycobacterium

tuberculosis, causante de la tuberculosis) (Sanchez y cols., 2017).
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Tabla 4. Principales caracteristicas que diferencian a las bacterias

grampositivas y gramnegativas.

Caracteristicas grampositiva gramnegativa
Retiene el Se decolora 'y
Reaccién Gram colorante cristal  posteriormente retiene el
violeta y se tife colorante safranina, se
de violeta o tife de rojo o rosa.
purpura
Capa de peptidoglicano Gruesa Delgada (unicapa)

(multicapas)
Presentes en la

Acidos teicoicos mayoria Ausente

Espacio periplasmico Ausente Presente

Membrana externa Ausente Presente
Contenido de Nulo Alto

lipopolisacéaridos

Contenido de lipidos y Bajo Alto
lipoproteinas

Resistencia al Alta Baja
rompimiento celular de
manera mecanica

Susceptibilidad a Alta Baja
detergentes anidnicos
Alta Baja
Resistencia ala
desecacion

Fuente: Tomado y modificado de Sanchez y cols., 2017.

Basado en la tincion Gram y mas enfocado en la clasificacion de las
distintas especies de bacterias conocidas de interés médico se diferencian
cuatro categorias mayores de bacterias segln sus rasgos fenotipicos

(aquellas caracteristicas observables, como su morfologia, crecimiento,
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propiedades bioquimicas, fisiologia y comportamiento) (Brenner, Krieg,
Staley y Garrity, 2005).

1)

2)

Eubacterias gramnegativas que tienen pared celular: En esta
categoria hay un gran nimero de bacterias aerobias y anaerobias,
de distintas formas y con diversas capacidades para asimilar sus
fuentes de carbono. Dentro de este grupo se encuentran varias
especies patégenas, como Yersinia pestis, causante de la peste
negra que maté a miles de personas en los siglos VI y XIV; Vibrio
cholerae, responsable del célera; Neisseria gonorrhoeae y N.
meningitidis, causantes de la gonorrea y la meningitis,
respectivamente; y Helicobacter pylori, asociada a problemas de
gastritis, Ulceras gastricas y cancer gastrico en humanos. Por otra
parte, en este grupo también se encuentran géneros que tienen
otras aplicaciones, como los que favorecen la mineralizacion de los
suelos. Un ejemplo es Rhizobium, que se asocia en simbiosis (con
beneficios mutuos) con plantas leguminosas, fija el nitrégeno y
favorece el crecimiento de las mismas. Igualmente, especies del
género Acinetobacter se utilizan en biotecnologia para la
biorremediacion de suelos, pues degradan ciertos compuestos
aromaticos y complejos provenientes de algunos derivados del
petréleo (Brennery cols., 2005).

Eubacterias grampositivas que tienen pared celular: En esta
categoria figuran los microorganismos grampositivos con bajo 50
contenido en guanina y citosina (dos moléculas del ADN). Estas
bacterias provocan enfermedades en los humanos, como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis, Clostridium botulinum y Bacillus anthracis, los dos Ultimos
son causantes del botulismo y el antrax, respectivamente. Dentro

de este grupo también esta el género Lactobacillus, bacterias que
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3)

4)

viven en simbiosis con los humanos y se encuentran en la flora
intestinal, varias de estas especies son utilizadas para la
produccion de yogur, queso, pepinillos, chocolate, etcétera.
También en este grupo estan las bacterias grampositivas con alto
contenido en guanina y citosina. Entre los géneros mas conocidos
estan Mycobacterium, Corynebacterium y Streptomyces. Este
altimo género es muy importante porque incluye bacterias
productoras de antibioticos, como S. griseus y S. rimosus, las
cuales biosintetizan las sustancias estreptomicina y tetraciclina,
respectivamente (Brenner y cols., 2005).

Eubacterias que carecen de pared celular: Este grupo esta
representado por microorganismos pleomorficos (que tienen dos o
mas formas estructurales durante su ciclo de vida) y sin pared
celular. El género mas conocido es Mycoplasma y algunas de sus
especies son patégenas para los seres humanos, como M.
genitaliumy M. pneumoniae (Brenner y cols., 2005).
Argueobacterias: Son bacterias muy primitivas y genéticamente
diferentes a las eubacterias. Se caracterizan por estar adaptadas a
ambientes extremos. Algunas especies producen metano
(metandgenas), otras utilizan azufre (sulfatorreductoras); unas
pueden desarrollarse en ambientes con altas concentraciones de
sal (halofilas extremas) y las hay también que crecen a altas

temperaturas (termofilas e hiperterméfilas) (Brenner y cols., 2005).

Mecanismo de resistencia de las bacterias

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden

desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibiéticos. Existe una
resistencia natural (Tabla 5) o intrinseca que es propia de cada familia,
especie 0 grupo bacteriano y su aparicion es previa al uso de los antibidticos.

Por ejemplo, todos los gérmenes gramnegativos son resistentes a la
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vancomicina, y esta situacion no es variable. Se transmite de forma vertical
de generacién en generacion. La resistencia adquirida es variable y es
adquirida por una cepa de una especie bacteriana. Esta resistencia puede
llevar a un fracaso terapéutico cuando se utiliza un antibiético supuestamente
activo sobre la bacteria que produce la infeccidn. La aparicion de resistencia
antibiética en una bacteria puede producirse a través de mutaciones, por
cambios en la secuencia de bases del cromosoma, o por trasmisién de
material genético extracromosémico procedente de otras bacterias. En este
altimo caso, la transferencia de genes se realiza horizontalmente a través de
plasmidos u otro material genético mévil como transposones e integrones
(Trevifio y Molina, 2022; Pérez, 1998).

Tabla 5. Principales caracteristicas de la resistencia natural y la resistencia

adquirida.
RESISTENCIA NATURAL RESISTENCIA ADQUIRIDA

Resistencia propia de cada Variable. Puede estar

familia, especie o grupo presente en una cepa
Caracteristicas bacteriano. El sitio de bacteriana habitualmente

accion esta ausente o es sensible al antibidtico.

inaccesible.
Mutaciones en el
Mecanismo de Genes de resistencia cromosoma bacteriano
adquisicion
Elementos genéticos
Mecanismo de Genes de resistencia moviles: plasmidos
adquisicion trasposones.
Formas de Vertical (a las células hijas)

transmision  Vertical (a las células hijas)

Horizontal a través de
elementos genéticos moviles

Fuente: Tomado y modificado de Trevifio y Molina, 2022
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A continuacion, se describen los principales mecanismos de resistencia

adquirida a los antibidticos (figura 20):

1)
2)
3)
4)

ANTIBIOTICO
® ©

Inactivacion enzimética

Impermeabilidad

Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana
Eflujo

Figura 20. Principales mecanismos de resistencia adquirida a los

antibioticos. Tomado y modificado de Trevifio y Molina, 2022.

1)

Inactivacion enzimética: La bacteria produce enzimas que
inactivan al antibidtico; las mas importantes son las
betalactamasas y muchas bacterias son capaces de producirlas.
En los Gram positivos suelen ser plasmidicas, inducibles y
extracelulares y en las Gram negativas de origen plasmidico o por
transposones, constitutivas y periplasmicas. También hay enzimas
modificantes de aminoglucésidos y aunque no es éste su principal

mecanismo de resistencia, también el cloranfenicol, las
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tetraciclinas y los macrélidos pueden ser inactivados por enzimas
(Pérez, 1998).

2) Impermeabilidad: Las porinas son proteinas de membrana de la
bacteria que estan especializadas en el transporte de sustancias al
interior celular. Ciertos antibiéticos pueden utilizar las porinas
bacterianas para ingresar al medio intracelular. Diversas
mutaciones en los genes que codifican a las porinas pueden alterar
su estructura o disminuir su expresion, impidiendo asi el ingreso
del Antibiotico. Este mecanismo de resistencia es propio de
bacterias Gram negativas (Trevifio y Molina, 2022).

3) Alteracién por parte de la bacteria de su punto diana:
Impidiendo o dificultando la accion del antibiético. Aqui podemos
contemplar las alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia de
quinolonas), del ARNr 23S (macrolidos) de las enzimas PBPs
(proteinas fijadoras de penicilina) necesarias para la formacion de
la pared celular (resistencia a betalactamicos) (Pérez, 1998).

4) Eflujo: Las bombas de eflujo son proteinas de membrana
encargadas del transporte de metabolitos y compuestos téxicos
desde el interior de las bacterias al exterior. Por medio de este
mecanismo, las bacterias pueden expulsar al antibibtico,
reduciendo la concentracion del antibidtico dentro de la bacteria.
Este tipo de resistencia es inespecifica y puede afectar a varias
familias de antibioticos (quinolonas, aminoglucosidos, macrélidos,

betalactamicos) (Trevifio y Molina, 2022).
Antibioticos
Los antimicrobianos son moléculas naturales producidas por un
organismo vivo (hongo o bacteria), sintética o semisintética, capaz de inducir

la muerte o la detencion del crecimiento de bacterias, virus u hongos. En

particular, los antibidticos, son un grupo de antimicrobianos que ejercen su
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accion sobre las bacterias. Los antibidticos constituyen un grupo
heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento farmacocinético y
farmacodinamico, que ejercen una accion especifica sobre alguna estructura
o funcibn de la bacteria con elevada potencia biolégica a bajas
concentraciones y minima toxicidad para las células humanas. El objetivo de
la antibioticoterapia es controlar y disminuir el nUmero de microorganismos
viables, colaborando con el sistema inmunoldgico en la eliminacién de los

mismos (Calvo y Martinez, 2009; Trevifio y Molina, 2022).

Clasificacion de los antibioticos

1) Segun el efecto que producen en las bacterias: (Calvo y
Martinez, 2009).

e Antibi6ticos bactericidas: producen la muerte bacteriana.

e Antibidticos bacteriostaticos: inhiben el crecimiento bacteriano.

2) Segun el espectro de accion, es decir, las bacterias afectadas
por un antibiético (Calvo y Martinez, 2009).

¢ Antibidticos de amplio espectro: afecta un amplio tipo de bacterias
Gram (+) y Gram (-).
¢ Antibidticos de espectro reducido: afecta solamente a un grupo de

bacterias Gram (+) o Gram (-).

3) Segun el mecanismo de accién del antibiético (Figura 21):

Inhibicion de la sintesis de la pared: Los betalactamicos constituyen
una familia extensa de antibiéticos y son los mas utilizados en la

practica clinica. Son antibidticos bactericidas y de amplio espectro.
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Los betalactamicos inhiben la sintesis de la pared bacteriana. El

mecanismo de accién se basa en la inhibicién de la Gltima etapa de la

sintesis de la pared celular. Estos antibioticos se unen a enzimas

conocidas como PLP (proteinas ligadoras de penicilina), necesarias

para la sintesis del peptidoglucano e interrumpen la sintesis de la

pared celular. Ademas, activan enzimas liticas (autolisinas) que llevan

a la muerte bacteriana (Calvo y Martinez, 2009).

Otro grupo de antibidticos que actuan sobre la pared bacteriana son los

Glicopéptidos. Estos antibidticos inhiben la dltima etapa de sintesis y

ensamblado del peptidoglicano de la pared celular y ejercen un efecto

bactericida. Ademas, dafian los protoplastos bacterianos alterando la

permeabilidad de la membrana citoplasmatica y la sintesis de ARN. Este

grupo de antibiéticos poseen multiples mecanismos de accion que

contribuyen a la baja frecuencia de resistencia. Los glicopéptidos son de uso

restringido para pacientes infectados graves en el ambiente hospitalario
(Calvo y Martinez, 2009).

Accion sobre la membrana citoplasmética: Las moléculas de
polimixina se difunden a través de la membrana externa y pared
celular de células susceptibles hacia la membrana citoplasmica.
Estas se unen a la membrana citoplasmica y la alteran y
desestabilizan. Esto causa el derrame del citoplasma hacia el
exterior de la célula lo que resulta en muerte celular. Los agentes
antimicrobianos que interfieren con la membrana citoplasmica son
bactericidas (Cavalieri, Harbeck, McCarter, Ortez, Rankin, Sautter
y cols., 2005).

Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos: Causada por dos
antibidticos, las fluoroquinolonas (acido nalidixico, ciprofloxacina,
levofloxacina y gemifloxacina) interfieren con la sintesis de ADN
blogueando la enzima ADN girasa. La ADN girasa ayuda a enrollar
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y desenrollar el ADN durante la replicacion de ADN. La enzima se
adhiere al ADN e introduce rupturas dobles en las cadenas que
permiten al ADN desenrollarse. Las fluoroquinolonas se unen al
complejo ADN girasa-ADN y permiten a las cadenas de ADN rotas
liberarse dentro de la célula lo que conduce a la muerte celular.
Por otra parte, la rifampicina se une a la ARN polimerasa ADN
dependiente lo que bloquea la sintesis de ARN y resulta en la
muerte de la célula (Cavalieri y cols., 2005).

Inhibicién de la sintesis proteica: Una amplia variedad de
antibidticos actta inhibiendo la sintesis proteica. Esta inhibicion es
selectiva, gracias a las diferencias estructurales entre los
ribosomas bacterianos y eucariotas. Los antibiéticos pueden
unirse al ribosoma bacteriano, inhibir el inicio de la transcripcion,
bloquear la unién del ARNt con el ARNm, bloquear la traslocacion
dentro del ribosoma, para inhibir finalmente la sintesis proteica.
Ejemplos de antibidticos que actlan en esta etapa son los
aminoglucosidos y los macrélidos. Los aminoglucosidos se unen
de forma irreversible a la subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo
con la lectura correcta del cddigo genético con el consiguiente
blogueo de la sintesis proteica de la bacteria. Los macrolidos se
unen a la subunidad 50S del RNA ribosémico (rRNA) en forma
reversible. Esto provoca un bloqueo en las reacciones de
transpeptidacion y traslocacion del ribosoma bacteriano (Calvo y
Martinez, 2009).

Accion sobre el metabolismo: Para muchos organismos el acido
para-amino benzoico (PABA) es un metabolito esencial y esta
involucrado en la sintesis de acido félico, un importante precursor
para la sintesis de acidos nucleicos. Las sulfonamidas son
estructuras analogas del PABA y compiten con el PABA por la

enzima dihidropteroata sintetasa. La trimetoprima actta en la ruta
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de sintesis del acido fdlico en un punto posterior al de las
sulfonamidas. Este inhibe la enzima dihidrofolato reductasa. La
trimetoprima y las sulfonamidas se pueden usar por separado o en
conjunto. Cuando se usan en conjunto producen un bloqueo
secuencial de la ruta de sintesis del &cido félico y tienen un efecto
sinérgico. Tanto la trimetoprima como las sulfonamidas son

bacteriostaticas (Cavalieri y cols., 2005).

Sintesis de lo pared celulor

B-loctémicos 3
Vancomicing \ '.Rnph(o:von de ADN

Isoniocida / 9«2:010.;1‘:’ )
mbusol f M onidazol
o \ { Clofociming

Cicloserina
Enonamida
Baocitrocina

Polimixkina Sintesis de ARN

Rifompicina

Rifobutina

Antimetobolitos’ Sintesis de proteinas

Sulfonamidas / g;zom‘cﬂo :;O'S)
/ i »W O
?ops(x\o ; Sintesis de proteinas Macrélidos
[rimnotoprim [ribosoma 30S) Clindami
Acido paroominosalicilico Aminoglucdsidos i Tt |

. =
Tetraciclinas Li ezol.o.c :
Quinupristine

dolfopristina

Figura 21. Clasificacion de los antibidticos segun su mecanismo de accion.

Tomado y modificado de Murray y cols., 2011.

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana es la capacidad de matar, destruir, e
inactivar microorganismos impidiendo su proliferacién y accion patégena. El
uso de mezclas y combinaciones de antimicrobianos ofrece un medio
poderoso para combatir la propagacion de bacterias patdgenas resistentes a
los antibidticos. La capacidad antibacteriana frente a patdgenos viene
determinada por la estructura quimica de los componentes vegetales con
dicha actividad (Funke, Case y Tortora, 2007).

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar
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la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no son
igualmente sensibles o no se basan en los mismos principios, permitiendo
que los resultados sean influenciados por el método seleccionado, los
microorganismos usados y el grado de solubilidad de cada compuesto

evaluado (Ramirez y Marin, 2009).

Métodos para determinar actividad antibacteriana

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan
clasificados, en tres grupos principales: métodos de difusion y métodos de
dilucién, un tercer método es el analisis conductimétrico, el cual detecta el
crecimiento microbiano como un cambio en la conductividad eléctrica o
impedancia del medio de cultivo. Las técnicas de difusion han sido
ampliamente usadas para evaluar extractos de plantas con actividad. En
general se propone usar los métodos de difusion (en papel o en pozo) para
estudiar compuestos polares, y los métodos de diluciébn para sustancias

polares y no polares (Funke y cols., 2007).

e Meétodo de Difusion o Método de Kirby y Bauer. Es el método mas
empleado para determinar la sensibilidad de un agente microbiano
frente a un antibidtico o quimioterapico. Comprende lo que se
denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad frente a drogas
especificas. EI método de difusion en agar presenta la ventaja que sus
resultados son altamente reproducibles. La técnica esta basada en el
método originalmente descrito por Bauer y colaboradores, este
método de difusibn en disco o en pozo fue estandarizado y es
actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de
Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos. El fundamento de esta
determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de un

conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas
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bacterianas que se aislan de procesos infecciosos (Ramirez y Marin,
2009).

En este sentido, el método se basa en la relacion entre la

concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa
bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de
una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha
depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o se ha
sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la
sustancia. A continuacion, se procede a su incubacion a la
temperatura adecuada por 24 horas, luego se mide el halo de
inhibicion y se comparan los efectos de las distintas sustancias sobre
el microorganismo estudiado, con el antibiético control. La lectura de
los resultados representa la actividad in vitro de la sustancia (Ramirez
y Marin, 2009).
Método de Dilucién. Es utilizado para determinar la concentracion
minima bactericida (CMB) y la concentracion minima inhibitoria (CMI),
la cual es definida como la concentracion mas baja de sustancia que
puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de
incubar por 24 horas, mientras que la (CMB) es la concentracion mas
baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo después de
subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado. En la técnica
de dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilucion)
que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. El
organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de
las microplacas y la CMI es determinada después de la incubacion
(Ramirez y Marin, 2009).

En el método de dilucion 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
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24 horas, después de ésta, se examina si el microorganismo crece o
no en cada una de las cajas, la principal desventaja de este método es
la cantidad necesaria de muestra a evaluar. Sin embargo, la ventaja
sobre los métodos de difusion radica en un aumento de la sensibilidad
para cantidades pequefas, lo cual es importante cuando se trabaja
con productos naturales, ademas permite diferenciar entre un efecto

bactericida o bacteriostatico (Ramirez y Marin, 2009).

Definicién Operacional de Términos

Fitoquimica

Comprende el estudio de metabolitos secundarios presentes en especies
vegetales, los cuales pueden ser fenoles y polifenoles, quinonas, flavonas y
flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides y aceites esenciales, alcaloides,
lactonas y polipéptidos, glucdsidos y saponinas, asi como esteroides y

xantonas (Prashant, Bimlesh, Mandeep, Gurpreet y Harleen, 2011).

Solvente

Se refiere a una sustancia quimica en la que se disuelve un soluto bien
sea, en estado solido, liquido o gas. Por eso, el solvente es el compuesto
presentado en una disolucién con mayor cantidad (Rodriguez y Gutiérrez,
2013).

Metabolismo primario

Son los procesos quimicos que realizan una funcién principal debido a
que participan de manera directa en la supervivencia, crecimiento y
reproduccion de las plantas como por ejemplo la fotosintesis, la respiracién,
el transporte de solutos, la translocacion, la sintesis de proteinas, la
asimilacion de nutrientes, la diferenciacion de tejidos y en general la sintesis

de carbohidratos, lipidos y proteinas (Avalos y Pérez, 2009).
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Plantas medicinales

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) una planta
medicinal es definida como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos

farmacos (Oliveira, Velazquez y Bermudez, 2005).

Sustancias bioactivas

Son compuestos quimicos naturales que se encuentran tanto en animales
como en plantas, pueden ejercer una actividad determinada en funciones
fisiol6gicas especificas, lo que implica, sobre todo, una mejora en la
prevencion de algunas patologias o enfermedades no transmisibles (Gomez,

Gomez, Aranzazu y Cifuentes, 2022).

Comportamiento farmacocinético

Se refiere al cambio de concentracion del farmaco mediante su absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion. Una forma de representar este cambio
de concentracion es con una grafica de concentracién de farmaco contra

tiempo (Carrillo, Zavaleta, Alvarez, Carrillo y Carrillo, 2013).

Comportamiento farmacodinamico

Trata del estudio de los efectos farmacoldgicos del farmaco en su sitio de
accion, en el caso de los antibidticos, la relacion entre la susceptibilidad del
microorganismo y su efectividad para tratar la infecciéon (Carrillo y cols.,
2013).

Operacionalizacion de las Variables

Segun Palella y Martins (2012) una variable es un concepto abstracto y

por ende no medible. Por esto, la operacionalizacion es un proceso en el cual
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se determinan los indicadores que caracterizan las variables de una
investigacion. Todo esto con el fin de hacerlas medibles y observables con
un grado de precision y facilidad. Por consiguiente, la operacionalizacion de
las variables queda establecida de la siguiente manera, observada en la

tabla 6 y 7 presentada a continuacion:

Tabla 6. Operacionalizacion de la Variable Dependiente.

Definicion conceptual

Variable Tipo de Variable e s
La actividad
antibacteriana es la
capacidad de matar,
Actividad destruir, e inactivar
antibacterianade los Dependiente microorganismos
extractos de impidiendo su
Sapindus saponaria proliferacion y accién
patégena (Funke, Case
y Tortora, 2007).
Definicion
operacional Dimensiones Indicador

.,Como se mide?

Bacterias Gram

positivas
Staphylococccus aureus
ATCC
Enterococcus faecalis | Tamafio del halo de
Método de difusion ATCC inhibicién de crecimiento
en agar (Kirby- Bacterias Gram microbiano (medicion
Bauer) negativas del diametro de la zona

Escherichia coli ATCC | de crecimiento en mm).
Klebsiella pneumoniae
ATCC
Pseudomona aeruginosa
ATCC

Fuente: Bastidas, Ferrer y Lara, 2023.
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Tabla 7. Operacionalizacion de la Variable Independiente

Variable

Tipo de variable

Definicion conceptual

. Qué es?

Composicion quimica
de los extractos de
las hojas de Sapindus
saponaria

Independiente

Los extractos vegetales
son productos obtenidos
de distintas partes de la
planta: tallos, hojas,
flores, corteza, etc.
Estos estan compuestos
por varias sustancias,
de las cuales son los
compuestos aromaticos,
lo que tienen las
propiedades (Herman,
Ayepa, Shittu, Fometu, y

Wang, 2019)
Definicion Dimensiones Indicador
operacional ¢Como
se mide?
Compuestos
quimicos:
= Alcaloides
= Saponinas
= Fenoles = Color
A travées de un = Taninos * Fluorescencia
tamizaje fitoquimico * Flavonoides = Espuma
empleando pruebas = Cumarinas * Precipitado

guimicas cualitativas.

= Quinonas
= Glucosidos
= Terpenos/

Esteroles
*= Antraguinonas
= | actonas

sesquiterpenicas

Fuente: Bastidas, Ferrer y Lara, 2024.
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Hipotesis

Numerosos estudios cientificos han demostrado las distintas propiedades
beneficiosas que tiene Sapindus saponaria para la salud. La especie en
estudio ha sido utilizada desde la antigiedad por su amplia actividad
biologica asociada a la corteza, hojas, raiz y frutos, por lo tanto es de esperar
qgue el extracto de las hojas de esta planta sea una fuente de metabolitos
secundarios que puedan presentar actividad antibacteriana relevante sobre

cepas de referencia internacional.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

Existen 10 tipos de investigacién, tales como: exploratoria, descriptiva,
analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
confirmatoria y evaluativa. El tipo de investigacion se define segun el objetivo
gue se persigue (Hurtado, 2012). Por lo tanto, esta investigacion es de tipo
confirmatoria, ya que desea confirmar la relacién entre la actividad
antibacteriana y la composicion quimica del extracto obtenido de las hojas de

Sapindus saponaria en cepas bacterianas de referencia internacional.

Disefio de la Investigacion

Hace referencia a los métodos o técnicas que seran utilizadas por el
investigador de manera razonable, con el fin de manejar eficientemente el
problema de la investigacién. Tales estrategias estan representadas por el
donde, cuando y la amplitud de la informacién que se quiere recolectar.
Especificamente, el donde es mixto por contener un disefio de campo (al
recolectar los datos en un ambiente natural) y de laboratorio (al procesar la
muestra en el laboratorio del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes). Respecto al cuando,
el disefio es contemporaneo y transeccional, ya que, la informacién se
recolecto en el presente y una sola vez. Y por ultimo la amplitud de la
informacion es bivariable; debido a que hay una variable dependiente y otra

independiente.
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Poblacién y Muestra
Unidad de Investigacion

La unidad de estudio de esta investigacion estuvo representada por la
especie Sapindus saponaria., ubicada en los alrededores del cementerio

Municipal de Lagunillas, Municipio Sucre, estado Mérida.
Seleccion del Tamafio de la Muestra

La muestra en esta investigacion estuvo representada por las hojas de la
especie vegetal Sapindus saponaria, que pertenece a la familia

Sapindaceae.
Sistema de Variables

Las variables de esta investigacion estan representadas por:

e Variable dependiente: Actividad antibacteriana de los extractos de las

hojas de Sapindus saponaria

¢ Variable independiente: Composicion quimica de los extractos de las hojas

de Sapindus saponaria.

Instrumento de Recoleccion de Datos

En este proyecto de investigacion se utilizaron tablas y fotos para registrar
la presencia o ausencia de los diferentes compuestos de los extractos de la
planta, a través de reacciones quimicas cualitativas, de igual manera, se
registro la sensibilidad o resistencia en las cepas de referencia internacional,
frente a la concentracidon de los extractos obtenidos de Sapindus saponaria,

mediante la medicién de los halos de inhibicion.
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Procedimientos de la Investigacion

Recoleccion e Identificacion de la Muestra

La muestra fue recolectada en los alrededores del Cementerio Municipal
de Lagunillas, Municipio Sucre, estado Mérida. Las hojas se retiraron de la
copa del arbol a una altura no mayor de 2 metros sobre el nivel del suelo. Se
recolectaron 431 gramos, los cuales se colocaron en la estufa a 40 °C hasta
completar sequedad (10 dias).

La especie fue identificada por el profesor Pablo Meléndez y el ejemplar
comprobante (Voucher N° 01) fue depositado en el Herbario de la Facultad

de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de los Andes (Figura 22).

Figura 22: Comprobante de identificacion de la especie Sapindus saponaria
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Obtencion de los Extractos

La obtencion de los extractos fue realizada en el Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis (IIFFB) bajo la
asesoria de la Profesora Rosa Aparicio.

El material vegetal seco (231 g), fue molido utilizando un equipo especial
de carpinteria, luego se tomaron 100 g de la molienda de hojas para realizar
un proceso de extraccion mediante la técnica de reflujo, empleando como
solvente hexano (500 mL), lo cual tardo aproximadamente hora y media,
pasado este tiempo se filtr6 utilizando un embudo, papel filtro y un matraz
aforado, el extracto obtenido se llevd a un rotavapor, para evaporar el
solvente (hexano), por 10 minutos, obteniéndose asi el primer extracto. Lo
que quedo del filtrado se us6 para la segunda extraccion por reflujo pero en
este caso agregando metanol (500 mL) como solvente. Finalmente se realizo
la tercera extraccion aplicando la misma técnica y la misma cantidad de
muestra, utilizando dos solventes: metanol y agua, en una proporcion 70:30
(800 mL de metanol y 340 mL de agua). En ambos casos el solvente se filtro
y evapor0 hasta completa sequedad en un rotavapor para obtener los
correspondientes extractos (Figura 23). Los cuales se llevaron a secar a la
estufa a 40 °C almacenados en envases de vidrio con tapa para su posterior
andlisis (ver Esquema 3).
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MANTENER EL MATERIAL
LIMPIO Y ORDENADO

Figura 23: Proceso de extraccion. Fuente: Elaboracion propia
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Recoleccion y preparacion del material vegetal

l

Obtencion del material vegetal por la técnica de Reflujo

- I
Hexano Metanol Metanol: Agua
70:30

L | |

Evaporara hasta completa sequedad

!

Secar a 40 °C

v

Almacenar en frascos en envases de vidrio con tapa

Esquema 3. Proceso para la obtencion de extractos a partir del material

vegetal. Fuente: Elaboracién propia.
Tamizaje Fitoquimico

Para la identificacion de metabolitos secundarios de manera cualitativa
en los 3 extractos obtenidos de las hojas de Sapindus saponaria, se llevé a
cabo una serie de pruebas quimicas para lograr la identificacion de los

mismos. Entre estas pruebas se encuentran:

Deteccion de alcaloides

Los extractos se disolvieron individualmente en acido clorhidrico (10 %)
diluido (HCI), se calentaron en bafio de maria, y se filtraron. Luego se
trataron de la siguiente manera: cada filtrado se dividid en tres tubos de
ensayo al primer tubo se le adiciond de cinco a diez gotas del reactivo de

Wagner, al segundo tubo de cinco a diez gotas del reactivo de Mayer vy al
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altimo tubo de cinco a diez gotas del reactivo de Dragendorff. La formacion
de precipitado color crema en Wagner y un precipitado anaranjado y café
rojizo en la prueba de Dragendorff y Mayer, respectivamente, indican la
presencia de alcaloides en el extracto vegetal (Guerra, Gomez, Castillo,

Toloza, Sanchez, Avalos y cols., 2018).
Deteccidn de esteroles y triterpenos:

Prueba de Lieberman-Burchard: Los extractos se disolvieron en 1mL de
cloroformo. Se adicion6é 1mL de anhidrido acético y se mezcl6é bien. Por la
pared del tubo se dejo correr 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado sin
agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio de coloracion. EIl color
verde o azul indica la presencia de esteroles y el rosa a morado indica la
presencia de terpenos y triterpenos (Bermejo, Pereira, Cintra, Mirta vy
Morales, 2014).

Deteccién de saponinas

Prueba de Espuma: En cada tubo de ensayo se colocd una porcién de
cada extracto con 2 mL de agua y se agité fuertemente durante 5-10
minutos. La presencia de saponinas se confirma por la formacion de espuma

persistente durante 2 minutos (Bermejo y cols., 2014).
Deteccion de fenoles

Prueba de Cloruro Férrico: A los 3 extractos se le adicionaron 3 gotas de
una solucién de tricloruro férrico al 10% en solucion salina fisiolégica, el
desarrollo de una coloracion rojo-vino, indica la presencia de compuestos

fendlicos en general (Bermejo y cols., 2014).
Deteccion de taninos

Prueba de Gelatina: Se afiadieron a los extractos una solucion de gelatina
al 1 % que contiene cloruro de sodio (NacCl), solo a los tubos que den positivo

para compuestos fendlicos. La presencia de taninos se confirma por la
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formacion de un precipitado blanco o la ruptura de la gelatina (Garcia, Cruz,

Alarcon, Nieto y Gallegos, 2019).
Deteccién de flavonoides:

Prueba de Shinoda: Implicé la disolucion de aproximadamente 1 g de
cada extracto, se utilizd6 como disolvente metanol (2 mL), seguido de la
adicién de virutas de magnesio (Mg) y de 3-5 gotas de acido clorhidrico
concentrado por las paredes del tubo. Dicho proceso se realizd de la misma
manera para los diferentes extractos. El ensayo se considera positivo cuando
el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos

en todos los casos (Guerra y cols., 2018).

Prueba de Reactivo Alcalino NaOH 10 % (confirmatoria): Una pequefia
porcién de los extractos fueron tratados con unas gotas de solucién diluida
de hidréxido de sodio (NaOH 10 %). La formacion de un color amarillo

intenso a rojo, confirma la presencia de flavonoides (Garcia y cols., 2019).
Deteccién de quinonas y antraquinonas:

Prueba de Acido Sulfurico: se disolvieron 500 mg de cada uno de los
extractos en agua destilada y metanol y se le adicion6 1 mL de &cido
sulfarico concentrado. La formacion de color rojo indica la presencia de

quinonas (Garcia y cols., 2019).

Prueba de Hidroxido de Amonio: En un tubo de ensayo se colocaron
pequefias porciones de los extractos con 10 gotas del hidréxido de amonio
(NH40H). La presencia de un color rojo es indicativa de antraguinonas

(Rodriguez, Hernandez y Méndez, 2020).
Deteccion de glucosidos cardiotonicos:

Prueba de Keller-Kilani: Se disolvieron 200 mg de los extractos en 1 mL
de agua destilada, se agregaron 2 mL de &cido acético glacial y

posteriormente se adicionaron algunas gotas de cloruro férrico al 5 %. Las
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soluciones se vertieron en tubos de ensayo con 2 mL de &cido sulfurico
concentrado. La formacion de un anillo marrén en la interfaz indica la
presencia de glucdsidos cardiotonicos, al igual que la formacién de un anillo
violeta debajo del anillo marrén o bien en la fase de &cido acético, un anillo
verdoso también puede formarse gradualmente, indicando la presencia de

estos compuestos (Garcia y cols., 2019).
Deteccién de cumarinas:

Prueba de Fluorescencia (NH,OH concentrado): Se coloc6 alrededor de 1
g de cada extracto en un tubo de ensayo y se diluyé con metanol, para
agregarle 10 gotas de hidréxido de amonio (NH4OH) concentrado. Dicho
proceso se realizé de la misma manera para los diferentes extractos. La
fluorescencia azul-violeta intensa bajo la luz ultravioleta indica la presencia

de cumarinas (Rodriguez y cols., 2020).
Deteccion de lactonas sesquiterpénicas:

Prueba de Baljet: 500 mg de cada uno de los extractos se diluyeron en
agua destilada en un tubo de ensayo, luego se adicion6 de 3 a 4 gotas del
reactivo de Baljet, un cambio de coloracién de naranja a rojo demuestra la

presencia de lactonas sesquiterpénicas (Garcia y cols., 2019).

Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos de las
hojas de Sapindus saponaria (jaboncillo) por el método de difusion en

agar con disco (Kirby- Bauer)

La determinacion de la actividad antibacteriana se realizo siguiendo el
procedimiento del ensayo de difusion en agar descrito por Sierra, Romero y
Orduz en el 2012, bajo la asesoria de las Profesoras Yndra Cordero e
Ysbelia Obregén, y el auxiliar de Laboratorio TSU. José Emilio Salazar, en el

Laboratorio de Actinomicetos, adscrito al IIFFB.
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Bacterias Estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos
especies Gram positivas y tres Gram negativas, de referencia internacional
de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC por sus siglas en inglés),
las cuales fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia, de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes (ULA),

a cargo de la Licenciada Yacneli Infante (Tabla 8).

Tabla 8. Cepas de referencia internacional

|
Bacterias

Gram positivas Gram negativas

Staphylococcus aureus ATCC 25923 [ Klebsiella  pneumoniae  ATCC
23357
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853

Fuente: Elaborado por Bastidas, Ferrer y Lara, 2024.

El orden en el que se llevd a cabo el procedimiento para la determinacion
de la actividad antibacteriana fue el siguiente:

Preparacion de las muestras

Se pesd6 10 mg del extracto y se disolvio en 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) para obtener una solucion de una concentracion de 10000 ppm (10

mg/mL).
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Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro,
los cuales se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV), por 24 horas.
Posteriormente se impregnaron con 10 pL de cada extracto. Se aplic6 DMSO
(como control negativo) y se utilizaron discos de antibioticos comerciales
como control positivo con el fin de medir la sensibilidad de los
microorganismos a estudiar. En este caso se utilizdé Ampicilina® 10 pg,

Eritromicina® 15 g y Piperacilina® 100 pg.

Preparacion de los In6culos Bacterianos

El in6culo bacteriano se prepar6 con la ayuda de un asa estéril,
tomandose de esta manera, una pequefia cantidad de colonias, a partir de un
cultivo fresco y purificado de cada cepa bacteriana repicada en agar Mueller-
Hinton, para luego ser suspendidas en tubos, previamente estériles, que
contienen 5 mL de una solucion salina fisiolégica estéril de Cloruro de Sodio
(NaCl) al 0,85 %, hasta que alcance una turbidez equivalente al patrén de
Mac Farland N° 0,5 (108-® UFC/mL).

Inoculacion de las Placas y Determinacion de la Actividad
Antibacteriana

Se realiz6 la inoculacién de las placas de agar Mieller-Hinton, tomando
un inéculo de cada bacteria con un hisopo estéril impregnado por la placa,
rotando la misma sin dejar ningun espacio libre, hasta lograr una siembra
uniforme, se dejé secar. Posteriormente se colocaron en forma equidistante
los discos de papel, los cuales fueron impregnados con 10 pL de la solucién
en estudio, adicionalmente se colocaron también los discos de los
respectivos controles tanto positivo (Ampicilina®, Eritomicina® y Piperacilina®)

como negativo (dimetilsulféxido). Estas se dejaron en la nevera a 4 °C
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aproximadamente durante 30 minutos (pre-incubacion), con la finalidad de
que los discos impregnados con las diferentes muestras difundan a través
del agar, para luego llevarlas a la estufa durante 24 horas a 37 °C en

posicion invertida, en atmosfera aerébica.

Lectura de las Placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas, por un lapso de tiempo
de 24 horas, se realizo la lectura de las mismas con una regla milimétrica.
Donde se considerd un resultado positivo o sensible (presencia de actividad
antibacteriana) cuando se observé un halo de inhibicion alrededor del disco,
y se tomd como resultado negativo o resistente (sin actividad antibacteriana)
la ausencia de dicho halo. El diametro de la zona de inhibicién producto de la
actividad antibacteriana de las muestras en estudio se expresé en milimetros

(mm).

Disefio de analisis

Los datos recolectados durante la fase interactiva de la investigacion
fueron analizados a través del enfoque cualicuantitativo. Tal como lo refieren
Palella y Martins (2012), el enfoque cuantitativo se refiere al tipo de datos
que puede ser medido numéricamente, en el presente estudio viene dado por
la actividad antibacteriana, debido a la medicion de los halos de inhibicion.
Por otro lado, el enfoque cualitativo se basa en métodos de recoleccion de
datos sin medicibn numérica, sin conteo, utiliza las descripciones y
observaciones, este enfoque estd dado por el ensayo fitoquimico y sus
diferentes pruebas. El universo de esta investigacion fueron las plantas. A su
vez, la poblacion de estudio fue la especie Sapindus saponaria, la muestra

estuvo representada por las hojas de la especie a estudiar.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
Resultados
Los extractos obtenidos de las hojas de Sapindus saponaria con los
solventes de distinta polaridad (hexano, metanol y agua) mediante el método

de reflujo presentaron las siguientes caracteristicas fisicas (Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas fisicas de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria
Extractos de las hojas

Caracteristicas Hexano Metanol Metanol/Agua
Aspecto Solido Sélido Solido
Color Verde Verde Verde
Olor Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
Peso del material |100g 100 g 100 g
seco
Peso del extracto 1,15¢ 569¢g 12,55¢g
Rendimiento 1,15% 5,69 % 12,55 %

Fuente: Bastidas, Ferrer y Lara, 2024.

Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Sapindus
saponaria

El tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de las hojas de
Sapindus saponaria se realizd cualitativamente aplicando reacciones de
coloracién, precipitacion, fluorescencia y formacién de espuma que revelaron

la presencia de alcaloides, esteroles, compuestos fendlicos, saponinas,
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flavonoides y glicésidos cardiotonicos, tal como se muestra en la tabla 10 y

figura 24.

Tabla 10. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas

de Sapindus saponaria.

Extractos de las hojas

Metabolito Prueba Indicador Hexano Metanol Metanol/Agua
Wagner Precipitado - - -
Alcaloides Mayer Precipitado - + +
Dragendorff Precipitado - + +
Reaccién de Color verde +++ ++ -
Esteroles y Lieberman-
triterpenos Burchard Color rosa - - -
Reaccion de Espuma - - +
Saponinas Espuma
Reaccidn con Color negro
Fenoles Cloruro férrico azulado - +++ +++
10 %
Reaccion de Precipitado - - -
Taninos Gelatina 1 %
Reaccion de Color naranja - - +
Shinoda
Flavonoides Reactivo Color amarillo - - +
alcalino NaOH intenso o rojo
10 %
Reaccion con Color rojo - - -
Quinonas Acido Sulfarico
Antraguinonas Reaccion con Color rojo
Hidroxido de - - -
amonio
Glucdsidos Reaccion de Anillo Marrén - ++ ++
cardioténicos Keller-Kilan
Reaccion de Fluorescencia
Cumarinas Fluorescencia azul-violeta - - -
NH4OHJ ]
Reaccién con Coloracion
Lactonas Hidréxido de amarilla que - - -
sesquiterpénicas sodio desaparece al
acidular

Leyenda: +++ Muy abundante; ++ Abundante; + Poco abundante; - Negativo

Fuente: Bastidas, Ferrer y Lara, 2024.
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Alcaloides

Extracto de metanol Extracto de metanol-
agua (70:30)

Extracto de hexano

D: Dragendorff; M: Mayer; W: Wagner

Esteroles y triterpenos (Reaccion | Saponinas (Reaccion de Espuma)

de Lieberman-Burchard)

A: Extracto de Hexano; B: Extracto de Metanol; C: Extracto de Metanol-

Agua (70:30).

Figura 24. Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria.

79



I —
Fenoles (Reaccion con Cloruro Flavonoides (Reaccién de Shinoda)
Férrico 10 %)

Flavonoides (Prueba de Reactivo | Quinonas (Reaccion con Acido
Alcalino NaOH 10 %) Confirmatoria | Sulfarico)

A: Extracto de Hexano; B: Extracto de Metanol; C: Extracto de Metanol-
Agua (70:30)

Figura 24. Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria (Continuacion).
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Cumarinas

Glucoésidos cardiotonicos

(Reaccion de Keller-Kilani) (Reaccion de Fluorescencia
NH4O0H([ ])

Lactonas sesquiterpénicas
(Reaccion con Hidroxido de Sodio)

A: Extracto de Hexano; B: Extracto de Metanol; C: Extracto de Metanol-
Agua (70:30)

I ————
Figura 24. Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria (Continuacion).
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Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria

La determinacién de la actividad antibacteriana de los extractos (hexano,
metanol y metanol:agua) de las hojas de Sapindus saponaria se llevé a cabo
a través del método de difusion en agar con discos (Kirby-Bauer) descrita por
Sierra, Romero y Orduz en el 2012, frente cepas de referencia internacional,
utilizando agar Mdueller-Hinton siguiendo los procedimientos descritos
previamente.

Los extractos de hexano y metanol:agua (70:30) de las hojas de Sapindus
saponaria a una concentracibon de 10 mg/mL mostraron actividad
antibacteriana frente a E. coli (7 mm ), ademas el primero presenté actividad
frente a E. faecalis (8 mm). Por otro lado los extractos de metanol y
metanol:agua mostraron actividad antibacteriana contra P. aeruginosa (7 mm
para los dos) pero no hubo actividad frente a S. aureus y K. pneumoniae.

Estos resultados se resumen en la tabla 11 y figura 25.
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Tabla 11. Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos de las

hojas de Sapindus saponaria

I EEEEEEE————
Halo de inhibicion (mm*)
Extractos (10 mg/mL) Antibiéticos Solvente
Microorganismos (Controles
positivos)
SSHHe SSHMe SSHMeA ERI AMP PIP DMSO
g

Staphylococcus
aureus ATCC - - - 32% - - R
25923

Enterococcus
faecalis ATCC 8* - - - 32%* - -
29212
Pseudomonas
aeruginosa - 7* 7* - - 27* -
ATCC 27853
Klebsiella
pneumoniae - - - - - 27* -
ATCC 23357
Escherichia coli
ATCC 25922 7* - 7* - - 27* -

Leyenda: mm*: Milimetros. SSHe: Sapindus saponaria. Hojas Hexano
SSHMe: Sapindus saponaria. Hojas Metanol. SSHMeAg: Sapindus
saponaria. Hojas Metanol Agua. ERI: Eritromicina® 15 png; AMP:
Ampicilina® 10 ug; PIP: Piperacilina® 100 pg; DMSO: Dimetilsulfoxido.

Fuente: Bastidas, Ferrer y Lara, 2024.
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Cepas bacterianas

Gram positivas

Staphylococcus aureus ATCC 25923

—

EHe: Extracto de Hexano; EMe: Extracto de Metanol; EMeAg: Extracto de
Metanol-Agua (70:30)

Figura 25. Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria frente a cepas de referencia internacional.
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Cepas bacterianas

Gram negativas

Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

EHe: Extracto de Hexano; EMe: Extracto de Metanol; EMeAg: Extracto de
Metanol-Agua (70:30)

I ——
Figura 25. Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria frente a cepas de referencia internacional (Continuacion).
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Cepas bacterianas

Gram negativas

Escherichia coli ATCC 25922

EHe: Extracto de Hexano; EMe: Extracto de Metanol; EMeAg: Extracto de
Metanol-Agua (70:30)

Figura 25. Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Sapindus

saponaria frente a cepas de referencia internacional (Continuacion).

Discusion

Las especies de la familia Sapindaceae son conocidas por sus usos
medicinales tradicionales. Las investigaciones quimicas de la especie S.
saponaria perteneciente a esta familia han llevado al aislamiento de
saponinas, diterpenos, flavonoides, alcaloides, fenoles, entre otros
metabolitos secundarios, que le confieren a la planta sus actividades
biologicas. (Grisi, Prim, Soares, Anese, Franco, Nogueira, y cols., 2014), ya
que posee varios fitoconstituyentes entre los que destacan las saponinas

triterpénicas en diferentes zonas de la planta (Calla, 2022), sin embargo
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también posee saponinas de tipo esteroidales, las cuales son las que pueden
estar presentes en los extractos obtenidos.

Mediante las pruebas de tamizaje fitoquimico realizadas en la presente
investigacion se confirmé la presencia de alcaloides, esteroles, compuestos
fendlicos, saponinas, flavonoides y glicosidos cardioténicos, estos resultados
son comparados con los obtenidos por Pujol, Tamargo, Salas, Calzadilla,
Acevedo y Sierra, en el 2020, quienes obtuvieron por maceracion extractos
con solventes de distinta polaridad (éter dietilico, etanol y agua) en frutos, la
corteza del tallo y las hojas de Sapindus saponaria cuyos resultados
presentan similitud en la composicién quimica en cuanto a la presencia de
alcaloides, saponinas, compuestos fendlicos y flavonoides, ademas no se
detectaron agrupamientos lactonicos, catequinas, triterpenos quinonas,
benzoquinonas ni resinas en las hojas de la planta.

En el afio 2014, Grisi y cols., por maceracion obtuvieron los extractos de
las hojas de esta planta utilizando hexano como solvente, la composicién
guimica presenta semejanza con el actual estudio debido a la presencia de
solamente de flavonoides y esteroles. Asi mismo se corrobora con el estudio
de Anchapaxi en el 2020 quien efectué el tamizaje fitoquimico en tres
extractos utilizando etanol, cloroformo y etanol:agua como solventes,
identificando la presencia de los siguientes grupos de productos naturales:
alcaloides, flavonoides, saponinas, cardioténicos, quinonas y esteroles, para
los frutos, a diferencia en lo reportado para alcaloides, puesto que en su
estudio, no presenta estos compuestos, por o que cabe destacar que esto
puede deberse a las lluvias que pudieron existir en la época de recoleccién y
la altitud del lugar, porque una lluvia continua puede llegar a una pérdida de
sustancias hidrosolubles, hecho conocido y aplicado a la produccion de
alcaloides en las plantas. Algo similar ocurre con los taninos, los cuales no
fueron determinados cualitativamente en los tres extractos estudiados,

siendo los factores ambientales, tales como estacion climatica, humedad
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ambiental y luminosidad, los que inciden en el contenido de taninos,
(Santacoloma y Granados, 2012).

Por otra parte tenemos a Villela (2005), quien evalu6 el fruto del arbol de
la Sapindus saponaria (jaboncillo), identificando las principales familias de
metabolitos secundarios a través del tamizaje fitoquimico del extracto con
solventes diferentes: etanol, agua obtenidos por maceracion y hexano por el
método de Soxleth. Las familias de metabolitos secundarios identificadas a
temperatura ambiente en etanol son taninos catéquicos, antocianinas,
chalconas, triterpenos/esteroles, saponinas, principios amargos Yy
compuestos fendlicos y flavonoides. Para el extracto acuoso se identifico a
temperatura ambiente, taninos catéquicos, alcaloides, compuestos fendlicos,
triterpenos/esteroles, saponinas. Y para el extracto hexanico se encontraron
solamente triterpenos/esteroles. Por lo que se encuentra una amplia gama
de metabolitos en solventes polares, no siendo asi para solventes no
polares, este hecho se debe a que la gran mayoria de los metabolitos
secundarios presentes en las plantas son de naturaleza polar, debido a esto
se obtuvieron resultados positivos en la extraccion de metanol:agua (70:30).
Este estudio permite validar y corroborar los resultados presentes obtenidos
al ser similares, a pesar de haberse empleado una parte diferente de la
planta (frutos).

Conforme a lo descrito previamente, las plantas se consideran una de las
principales fuentes de compuestos biolégicamente activos. El potencial de
las plantas o0 de sus extractos para proporcionar productos nuevos Yy
novedosos para el tratamiento y la prevencion de enfermedades es enorme
(Rashed, Sirit, Glamollija, Calhelha, Ferreira y Sokovit, 2013). Estudios
anteriores sefialan que las saponinas tienen efecto sobre varios
microorganismos incluso actualmente se esta evaluando su capacidad
antiviral (Calla, 2022).

Con respecto a la actividad antibacteriana los tres extractos de las hojas

de Sapindus saponaria (hexano, metanol, metanol:agua), fueron evaluados
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para medir su actividad antibacteriana mediante el método de difusion en
agar con discos, impregnados con 10 yL de cada extracto para el ensayo
antibacteriano a una concentraciéon de 10 mg/mL logrando la inhibicién del
crecimiento de E. faecalis (8 mm con hexano), P. aeruginosa (7 mm con
metanol y metanol:agua) y E. coli (7 mm con hexano y metanol:agua), pero
no mostraron actividad frente a S. aureus y K. pneumoniae, estos resultados
se asemejan a los obtenidos por Rashed y Cols., en el 2013, ellos reportaron
gue el extracto hidrometandlico obtenido de Sapindus saponaria llevado una
concentracion de 10 mg/mL utilizando DSMO como disolvente, mostro
actividad antibacteriana frente a cepas de referencia como P. aeruginosay E.
coli (CMI: 0,6 mg/mL)

Por otro lado Amaya y Gutiérrez (2004), evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto etandlico del fruto de Sapindus saponaria (pacun)
mediante el método de Kirby Bauer en pozo, para ello prepararon
concentraciones al 73,7 %, 60 %, 50 %, 45 %, 30 %, 15% yal 7.5 % en la
evaluacion microbiologica de los diferentes extractos etandlicos de la cascara
del fruto (no seco) del Pacun, en el Staphylococcus aureus este resulté
sensible a partir de la concentracion de 45 % obteniéndose mayores halos
de inhibicién a una concentracion de 73.7 % siendo ésta la mas efectiva por
encontrarse en mayor cantidad los principios activos.

La investigacion realizada por Calla en el 2020 , tuvo como objetivo
evaluar el efecto de las saponinas del extracto etandlico del fruto de
Sapindus saponaria L. (choloque), sobre el crecimiento in vitro de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli aplicando el método de difusion en
disco, como resultado no se observo inhibicién del crecimiento, no hubo
formacion de halos al ser sometidos a las pruebas, para ninguna cepa a
ninguna concentracion del extracto (20 ul al 20%, 40%, 60%), este resultado
puede deberse a varios factores, como los discos de papel filtro, ya que ellos
retienen las sustancias polares y si la planta posee gran cantidad de

compuestos de esta naturaleza estos van a quedar atrapas en el papel sin
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poder difundir, es por ello que el extracto con hexano obtuvo el mayor halo
de inhibicon, otro factor puede ser la composicién tan compleja que poseen
las saponinas, ya que si pierden su azlcar terminal pueden perden a su vez
la activiad antibacteriana que poseen, las condiciones climaticas en las que
fue recolectada la muestra también influye, debido a que se pierden los
compuestos de la planta por la humetad y la lluvia y por altimo puede influir el
tiempo de incubacion de la placa de agar, esto porque metabolitos como las
saponinas actuan alterando la permeabiliadad de la membrana plasmatica de
la bacteria, en consecuencia un tiempo de incubacion corto no permitiria a
este compuesto ejercer su funcion.

Por el contrario en el 2021 Serrato y Salazar evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Sapindus saponaria (choloque) frente
a Staphylococcus aureus para ello sembraron dicha cepa bacteriana en agar
AST (Agar Soya Tripticasa) y elaboraron 4 pozos en las placas cultivadas
con el microorganismo donde se colocaron 30 uL de los extractos al 100 %,
50 % y los grupos control negativo y positivo. Los resultados fueron los
esperados ya que se observé la formacion de un halo de inhibicion de 14,52
mm para la concentracion de 100 % y de 9,50 mm para la de 50 %
respectivamente, lo que significa el que microorganismo fue sensible frente a
este extracto, es decir que empleando el método de difusion el pozo los
metabolitos secundarios difunden sin problema en el agar y pueden asi
ejercer mejor su funcion.

Los resultados acerca de la composicién quimica de los extractos de las
hojas de Sapindus saponaria sugieren que contiene metabolitos que le dan
las propiedades bioldgicas, estos compuestos bioactivos de origen vegetal
despiertan gran interés en el campo de la medicina y farmacologia, tal como
lo indica Abreu en el 2005, el cual demuestra el potencial medicinal del
género Sapindus L. (Sapindaceae) y de la especie Sapindus saponaria L. y
sugiere realizar a esta especie otros estudios de actividad biologica

informados o no para el género.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Los extractos obtenidos de las hojas de Sapindus saponaria mediante el
método de extraccion con Soxleth mostraron un rendimiento de 1,15 %, 5,69
%y 12,55 % para hexano, metanol y metanol:agua, respectivamente.

En el tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Sapindus
saponaria se confirmo6 la presencia de alcaloides, compuestos fendlicos,
saponinas, flavonoides y glicosidos cardiotonicos para el extracto de
metanol:agua, mientras que en el de metanol se determind solo alcaloides,
esteroles y compuestos fendlicos. Por ultimo el de hexano confirmé la
presencia de esteroles Unicamente.

Los extractos de hexano y metanol:agua de las hojas de Sapindus
saponaria a una concentracion de 10 mg/mL mostraron actividad
antibacteriana frente a E. coli (7 mm ), ademas el primero presenté actividad
frente a E. faecalis (8 mm). Por otro lado los extractos de metanol y
metanol:agua mostraron actividad antibacteriana contra P. aeruginosa (7 mm
para los dos) pero no hubo actividad frente a S. aureus y K. pneumoniae.

Las hojas de Sapindus saponaria, poseen una variedad de metabolitos
secundarios que le confieren propiedades antibacterianas a la planta, por lo

gue se considera una especie vegetal de interés en la industria farmacéutica.

91



Recomendaciones

Evaluar la actividad antibacteriana de Sapindus saponaria frente a
otras cepas patogenas.

. Aplicar diferentes concentraciones de los extractos sobre las cepas
bacterianas de referencia internacional con el objetivo de determinar la
concentracion minima inhibitoria de los extractos y si al aumentar la
concentracion se amplia el diametro del halo de inhibicion

Evaluar la susceptibilidad de los extractos de las hojas de Sapindus
saponaria aplicando el método de difusion en pozo.

Identificar los metabolitos activos que brindan a la planta la actividad
antibacteriana mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas.

Evaluar otras actividades biolégicas, como antifingica, antiparasitaria,
antiinflamatoria, citotoxica, antioxidante y anticancerigena.

Estudiar otras partes de la planta como los frutos vy tallos.
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