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RESUMEN

Fn la actualidad algunos microorganismos causantes de enfermedades
gastrointestinales han adquirido resistencia contra una gran variedad de antibidticos. El
objeti%ro de esta investigacion es evaluar la actividad bactericida de dos plantas Schinus
molle (Anacardiaceae) y Nerium oleander (Apocinaceae); aunque se consideran toxicas
antiguamente han sido usadas como medicinales; asi como el aislamiento e
identificacion de sus metabolitos secundarios. Para la realizacion del estudio se llevé a
cabo una recoleccion de las plantas en la Ciudad de Santa Catarina Nuevo Leon en
Junio de 1998, mismas que se éxtrajeron con solventes de polaridad creciente (éter de
petréleo, hexano, acetona y etanol) una vez obtenido el extracto se disolvié en etanol y
se esterilizd por filtracion, posteriormente se llevaron a cabo ensayos de actividad
antimicrobiana “in vitro” sobre especies de bacterias que causan enfermedades
gastrointestinales  (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y Shigella flexneri) utilizando el método de
difusién en placa; con una suspensién bacteriana de 1x10° UFC/mL sobre la superficie
de un medio sélido C. Rivas (Dextrosa, peptona de colageno, extracto de levadural Los
extractos obtenidos de S. molle y N. oleander presentaron mayor actividad sobre £
aerogenes. El extracto en acetona de S molle presentéd actividad moderada sobre S.
fyphi vy S. flexneri; v el extracto en éter de petrdleo de N. oleander mostrd un efecto débil
o moderado sobre todos los microorganismos en estudio. Por medio de bioautografias
se determinaron 3 fracciones con actividad bioldgica en los extractos en éter y acetona
de S. molle las cuales presentaron reacciones positivas para insaturaciones. Por otra

e vimogue la fraccidn 3 del extracto etéreo presentaba reacciones positivas para

flavonoides:To cual se corroboré con el espectro de infrarrojo. El extracto en éter de M.
oleander solo presentd reacciones positivas para insaturaciones, en este extracto se

separaron S fracciones pero ninguna presentd actividad antimicrobiana.
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1. INTRODUCCION.

Desde tiempo inmemorial el hombre ha recurrido a las plantas en busca
de curacion para sus enfermedades y alivio a sus malestares. Esa basqueda lo ha
hecho profundizar en el conocimiento de las especies vegetales que poseen
propiedades medicinales y ampliar su experiencia en el empleo de los productos

que de ellas se extraen. (15, 22, 29)

Las enfermedades gastrointestinales son muy frecuentes en la poblacion
del mundo, la mayoria de ellas son producidas por bacterias, viruslo sustancias
quimicas. (8) Existe un gran nimero de plantas de uso terapéutico para este tipo
de enfermedades, pero para evaluar su eficiencia y garantizar su inocuidad se
necesitan programas de consérvaci()n, identificacion, p.reparaci(')n de extractos,

pruebas micrebioldgicas y bioensayos (22).

La importancia en el estudio de las plantas medicinales es realizar analisis
quimicos y determinar su actividad bioldgica para de esta manera contribuir c.:cm
validez cientifica al uso de l.as mismas como fratamiento. (14, 22) La busqueda
de nuevos antimicrobianos se ha re_alizado en una diversidad de plantas, en todo
el mundo y de ellas se han aislado una gran cantidad de compuestos activos por
lo cn..za] tratando de encontrar nuevas fuentes de metabolitos secundarios se

seleccionaron Schinus molle y Nerium oleander, ya que son especies que se



encuentran ampliamente distribuidas como plantas ornamentales en el estado de
"~ Nuevo Leon. (6)

La investigacion fitoquimica cubre un amplio campo de trabajo cuyos objetivos
principales son: aislar principios éctivos, identificarlos, déterminar su estructura

y encontrar sus posibles aplicaciones. (5)

La finalidad del analisis fitoquimico, es el estudio de la composicién
quimica de todas las sustancias que existen en un vegetal, debido a que aun
contando con las técnicas mds modernas, no seria posible llegar a la
identificacion y al conteo de fodos los constituyentes de una planta, se aislan
metabolitos secundarios como subproductos del metabolismo de los vegetales
(22, 36, 52). La actividad biologica que presenta una planta, no siempre Se‘debe a
un principio activo en particular, si no a la accidén sinérgica de todos los

compuestos, ain cuando por si solos no presenten efectos terapéuticos. (28, 39)

La clasificacién taxondmica presenfa valiosa ayuda en el analisis
fitoquimico, ofientando al iﬁvestigador acerca de las posibles sustancias
existentes en determinada especie. (5) Schinus molle (también llamado pirul,.
arbol de Per, arbol de pirniento, anacahuita, aguaribay, molle, pimientero, arbol
llorén), pertenece a la familia Anécardiaceae perteneciente al orden Sapindales,
contiene al‘rerdedor de 60 géneros y 400 especies (5), el género Schinus que son
arboles y arbustos perenifolics, se utilizan en jardineria debido bdsicamente a la
caracteristica de sus hojas y por la sombra que aportan. Presenta numerosas-

ramas delgadas y colgantes. (6, 32, 41)
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Nerium oleander. Pertenece a la familia de las Apocinaceas; es un genero
de arbustos perennifolios que se utilizan en jardinerfa por la calidad de sus flores.
Tiene hojas-parecidas a las del laurel. Las sustancias téxicas que contiene, de
efectos Simil.ares a la ‘digitalina sobre el musculo cardiacd, se encuentran

distribuidas en toda 1a planta. (6, 30, 51)



1.1 HIPOTESIS.

Los metabolismos secundarios de Schinus molle y Nerium oleander presentan actividad

contra microorganismos causantes de enfermedades gastrointestinales.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Aislamiento, identificacién y actividad biolégica de los metabolitos secundarios de S.

molle y N. oleander.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de S. molle y N.
oleander

2. Separar las fracciones y evaluar su actividad antimicrobiana contra bacterias que

provocan enfermedades gastrointestinales.

3. Identificar los grupos funcionales de las fracciones que presenten actividad

bioldgica.



1.4 ANTECEDENTES.

La botdnica desde la antigiiedad t;a estado intimamente relacionada con el interés
del hombre por la utilizacion de materiales vegetales' como tratamiento de las
enfermedades humanas. Las cronicas de los egipcios, los griegos ¥ los romanos
precristianos, mencionan especies vegetales que se utilizaban comunmente como
agentes medicinales; se dice que la ciencia boténica moderna empezé durante los Siglos
XV y XVII con los estudios y escritos de los herbolarios, -quie;les se dedicaron a la
descripcion e -ilustracién de miles de especies vegetales. Aunque el interés de las plantas
era principah-nente médico, los herbolarios eraﬁ observadores cuidadosos y en la
actualidad, es todavia valida una gran prbporcién, de las conclusiones botanicas
derivadas de sus estudios. En la actualidad la quimiéa moderna ha producido una vasta
coleccion de drogas sintéticas, que han reemplazado a muchas de las antiguas y bien
establecidas drogas vegetales, pero otras, son substancias todavia importantes en materia
medica. (19, 48)

Mitcher, Allergrini y  Pelecuer, en 1971, 1973, y 1976 respectivamente,
enconfraron un gran namero de especies de plantas que presentan efectos contra el
crecimiento de diversas especic-s de bacterias. En ese tiempo se empezaron a buscar
métodos para la estandarizacién de la extraccion de los compuestos antimicrobianos que
pudieran tener las plantas. Por otra parte March en 1991 observé que el nimero de
plantas encontrado con efectos inhibitorios sobre microorganismos crecia enormemente,
durante ¢se afio se encontrd que diversas fracciones extraidas de las plantas presentaban
diferentes efectos dependiendo del tipo de solvente y tipo de separacién usada. (1,' 371,

35, 38)



Baron 1991 menciona que los padecimientos digestivos son muy frecuentes por
la ingestion de alimentos contaminados con diferentes microorganismos y que
Salmonella typhi juega un papel muy importante en este tipo de infecciones ya que
produce fiebre tifoidea; por lo cual se decidié incluirlo en el estudio entre otros de los

microorganismos involucrados en este tipo de padecimientos.(2)

El S molle (pirul) debié ser introducido a México durante los primeros afios de la
colonia por Francisco Hernéndez, bdténic.o espafiol que realizé aqui sus investigaciones
entre 1570 y 1577; Molle es el nombre quechua del pirul, que Linneo conservo al
designar cientificamente la especie, con el que también lo conocieron los antiguos

mexicanos. (42)

Todas las p.artes del arbol S molle verdaderamente han sido usadas
medicinalmente en los tropicos, incluyendo sus hojas, corteza, frutos, semillas, resina y
oleoresina o balsamo. Todas las partes de este arbol tiene gran contenido de aceite vy
aceites esenciales los cuales tienen una esencia aromética picante. Las hojas liberan el
aceite al ser calentadas en agua. Esta planta tiene una gran historia de usos enel sury
centro de Améric;a y estd reportado como analgésico, antibacterial, antidepresivo,
antimicrobial, antifiingico, antiviral, antiespasmddico, astringente, balsémico, citotdxico,

. e
diurético, expectorante, hipotensiva, purgante, estomatico, tonico. uterino, estimu?nte.
(27, 45) N

En la actualidad la gomorresina que exuda el tronco se emplea como purgante;
aunque es un purgante drastico peligroso, la infusidén de los frutos sin epicarpio y hojas,
para tratar afecciones genitourinarias y venéreas como blenorragia (7, 32, 33). El pirul
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tiene mas amplias aplicaciones ya que se recomienda para padecimientos digestivos
como colicos, bilis, dolor de estdmago y estrefiimiento, tambi€n es util para dolor de
muelas, dientes con caries y cicatrizacion de heridas, en los que se aplica resina; ademas
también la infusién de hojas se usa para evitar ¢l dolor de encias y afirmar la dentadura.
(33) Se utiliza también para las molestias del reumatismo, usando las ramas maceradas
como papilla o hervidas para su aplicacién local o remojadas en alcohol para frotar la
parte afectada. Cuando se presentan afecciones como tos, gripa, asma y tuberculosis, se
toma la infusion, la resina purga suavemente el agua y flema de los hidrépicos. En
enfermedades como la gonorrea, asi como en los casos de ojos irritados, conjuntivitis y
cataratas, son usadas las hojas en cocimiento o ¢l machacado de estas para lavados. La
emulsién de la gomorresina se usa para las manchas de la cérnera (32, 33). Por el tanino
y el aceite esencial que contienen los frutos y las hojas se emplean como astringentes y

antisépticos de vias genitourinarias y para curar heridas de Ia piel y boca. (42)

Dominguez X. A. en 1970 trabajé cn.)n los exudados gomosos del fruto del pirul
que fue colectado en Monterrey N L. La extraccion de los compuestos fue realizada en
éter de petroleo, éter etilico y etanol. A estas extracciones se les realizd cromatografia en
silica gel. En el extracto con éter de petroleo se determind acido lignocérico CpaHasOs ¥
Ca5Hy605 |, se detecté también [3- sitoster(‘)l eluido con benceno-CHCls y quercetrina

eluida con EtOH. (11)

El fruto puede contener un 5% de aceite escenciales v lgs hojas un 2% de los

mismos. En pruebas de laboratorio se ha encontrad eite esencial como el



extracto de las hojas muestran una muy fuerte accién antifﬁngica contra NUMErosos
hongos al igual que en Candida in vitro, también se ha demostrado que el extracto de
las hoja tiene actividad antibacteriana y antiviral contra algunos virus de pilantas y han
mostrado tener toxicidad contra células cancerosas. Varios grupos de investigaciones
han conducido estudios de animales, y se ha encontrade que los extractos de fruto y de
las hojas producen una actividad hipotensiva en perros y ratas, también una actividad

estimulante. (4, 45)

Gundidza M eﬁ .1993, probd el aceite esencial de las hoias frescas aisladas de S.
molle por hidrolisis para determinar la actividad antibélcteriana usando el método de
difusiéon y actividad antifiingica usando el micelio o el crecimiento de una sola célula
para el método de inhibicidon. Los resultados obtenidos muestran que el aceite volatil
exhibe actividad significativa contra los siguientes especies de bacterias: Klebsiella

- pneumonie, Alcaligenes faecalis, Pseudomona aeruginosa, Leuconostoc cremoris;
Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Clostridium esporogenes, Acinerobacter
calcoacetica, Escherichia coli, Benecka nitrigens, Citrobacter freundii, Serratia
marcesens, Bacillus subtilis y Brochotrix thermosphacata y con las especies ‘fﬁngicas
Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Fusarium colmorum y Alternaria

alternata. (20)

"

( Sanchez Ggrcia en 1995, encontrd que los extractos alcohdlicos y acuosos de 33

planta?"iﬁ'c uyendo S. molle {pirul) inhibian con diferente intensidad el crecimiento de
algunas bacterias que causan enfermedades gastrointestinales como Bacillus cereus ,

Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Listeria monocytogenes, Salmonella
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thyphimurium, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Shigella

dysenteriae, Clostridium perfringens, Proteus vulgaris.(48)

Dikshit A; Naqvi A y Husain A en 1986, enconfraron que el aceite esencial de S
mofle exhibe una actividéd fungistatica maxima durante la cobertura de aceite esencial,
contra  algunos hongos comunes de almacén.o patdgenos de animales. Las
concentraciones efectivas de aceite variaron de 200 a 900 ppm. La toxicidad del aceite
persistié arriba de log 80° C y 90 dias en almacén .pero decliné cuando se esteriliz6 en
autoclave; este resiste en gran escala la densidad del indculo. El aceite exhibe un rango
limitado de actividad, se encontré mas actividad que el multifungin 7(una droga
antifingica). El aceite fue caracterizado por varias propiedades fisicoquimicas. Se
encontrd que contenia 50 constitﬁyentes; al pare‘cer ocurren algunos cambios en los

constituyentes durante el almacenaje que afectan la potencia fungitdxica. (10)

Entre las sustancias aisladas en plantas de la familia Anacardiaceae, se encuentran:

El acido anagigantico (I) cie p.f. 81°C, encontrado en el Anacardium giganteum.(34)

El 4cido mangiferélico (II) de p.f. 181- 183 °C, encontrado en la especie Mangiﬁara
indica. (9)

El. acido o-metil — 4 galico (III) de p.f. 240 -242 °C, encontrado en la especie Pouprtia
axilaris. (34) |

2 triterpenos: el Schinol ( IV) y la Terebintona ( V). Aislados del género Schinus, la

especie S, terebinthefolius, perteneciente a la familia Anacardiaceae. (34,24)



El 4cido lignocérico (VI) y un triterpeno (VII) : el A 12-3, 17 Lupanendiol o piruldiol, Sé

aislaron del género Schinus, especie S. molle y de su aceite esencial se aislaron: B-

felandreno (VIII), a-pineno (IX), carvacrol (X) y limoneno (XI) (7)

FORMULAS QUIMICAS DE SUSTANCIAS AISLADAS DE S. molle
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De S. molle se han aislado una gran cantidad de sustancias quimicas entre las
cuales se encuentran ot-amirina, acido behénico, a-bergamont-trans eno, bourboneno, 6-
cadineno, a-cadinol, d-cadinol, t-cadinola-calacoreno, y- calacoreno, iso-calamenediol,

: o 0

calameneno, caicio, campheno, car-3-enc, carvacrol, (3-carifileno, dcido cerdtico, o-
copaeno, croweacin, a-cubebeno, para-cimeno, B-_e[emeno, elemol, dcido B-elemonico,
a—eudesmpl, p-eudesmol, y-eudesmol, fisetina, acido gdlico, geraniol, butirato,
germacreno d, P-guaieno, a-gurjuneno, acido heptacosanoico, o- hu.m-iIeno, dcido
lignocérico, limoneno, A4cido linoleico,l acido dihidro-malvalico, 4cido iso-
masticadiendico, acido 3—epi-isofmasticadienélico, écido masticadiendlico, menth-cis 2-
en-1-o0l, a-muuroleno, y-muuroleno, t-muurolol, mirceno, hexancato de nerol, acido
octacosanoico, metil éster del acido octanoico, 4cido oleico, acido palmitico, dcido
pentacosanoico, pentan l-ol, 3-metil, peroxidasa, a-felandreno, B-felandreno, orto-etil-

fenol, pineno, a-pineno, B-pineno, piperina, trans-piperitol, acido protocatécuico,
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quercitrina, iso-quercitrina, rafinosa, rutina, sabineno, B-sitosterol, B-spatuleno, tanino,
a-terpineno, y-terpineno, o-terpineol, terpinoleno, dcido tricosanoico, cianidina-3-o0-a-1-

galactésido, peonidina-3-o0-B-d-glucosido.

Las hojas y los frutos contienen un glucdsido no identificado; el latex de las
hojas es usado en el tratamiento de amenorréa y dismenorrea. (18). La gomorresina ha
sido estudiada y se ha encontrando que tiene un aceite .esencial v una peroxidasa , la
ceniza de la peroxidasa contlene fierro, calcio, y manganeso, el aceite esencial :
felandreno, carvacrol y pineno (bactericida). (7)

El S molle y el S. terebinthifolius son inhibidores de algunos virus y se
han usado para preservar algunos productos alimenticios; en 1963 se hizo un estudio de
varias plantas que inhiben virus en el que se incluyen estas 2 especies y se mencionan
datos sobre los tipos de virus que inhiben (7). El S. molle se ha usado como pesticida
(23) , formando algunos compuestos clorades. Uno de los estudios mds completos de S.
molle han sido hechos por M. Gonzilez en Argentina en 1931 y en 1946 (7,18); pero en
ninguno se habla sobre es-tructuras quimicas. En 1951 en ltalia fueron estudiados los
aceites esenciales por G. Ottolino (7), informando tinicamente los rendimientos de ellos
en diférentes ¢pocas del afio. Por otra parte existen estudios estructurales de S.
z‘erebz:nhi}‘”olius (7, 24) realizados en 1963 por ‘Kaistha y Kier; donde sé aislaron 2

triterpenos: * el Schinol (32) y la Terebintona (37).

Carmona Garcia F.J en 1970, aislé un compuesto SM-1 al cual le realizé una

CCD que mostrd una sola mancha al revelar con 4cido sulfiirico y un Rf de 0.65 al ser



eluido con benceno-cloroformo (1:9 v/v); y se clasificé en sustancias acidas.(7) Mientras
que Bilbao Rodriguez M.R en 1971, encontré en un extracto etéreo de S. molle acido
lignocérico de formuta CH3-(CHa);-COOH, una hidroxicetona insaturada no conjugada
extraida con metanol, un compuesto de p.f 135-136 ° C de nicleo esteroidal extraido con
benceno que pbsee grupo oxhidrilo. En el extracto cloroférmico encontrd, un compuesto
de nucieo triterpénico de p.f 205- 220 ° C, con grupo oxhidrilo y grupo cetonico, PM
472 y un solido blanco de p.f. 298-305 ° C, polinucleado que posee un grupo carbonilo

de funcion aldchido. En el extracto acuoso identific dextrosa.(5)

En lo que se refiere a Nerium oleander; esta planta pertenece a la familia
Apocynaceae y también es conocido como adelfa, laurel rosa, aloendro, balandre,
loedro, mataburros, nerio, oleandro. Se conocen 200 géneros, 2000 especies de la familia '
Apocynaceae. Se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales, con algunas pocas
especies en regiones templadas. Los géneros mdas numerosos: Tabernaemontana (140),
Mandevilla (115), Rauwolﬁa‘(IOO), fuente de drogas tranquilizantes. Parsonia (100) y

Aspidosperma (80).

Esta planta es sumamente utilizada como medicina tradicional por los arabes, la
adelfa fue introducida a Europa como planta ornamental en el siglo XIX. La rosa laurel
o adelfa es una de las especies ornamentales que mas intoxicaciones ha causado. Desde
hace muchos siglos se ha conocido la toxicidad de los extractos de sus hojas y flores, 15
cual se debe a los glucosidos cardiotonicos que contienen. (55) Se tienen testimonios
dé la implicacién de esta planta en hechos histéricos, asi que impidieron ganar batallas a
Alejandro Magno pues sus bestias de carga se envenenaron con adélfa, y que las tropas
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francesas no pudieron acudir a tiempo para ayudar a sus fuerzas de Bailén y Rumblar
debido a que se encontraban enfermas por ingestion de las aves asadas en espetones de

adelfa. (42, 51)

Las raices de esta planta son usadas en enfermedades de la piel y en afecciones
irnﬂamatorias en la India, se han aislado glicosidos de raiz y corteza de N. odorum y de
semillas de N. oleander. Tatsuo Yamauchi; en 1971 encontré 2 acetofenonas en las -
raices de Neﬁum odorum 2.4- dihidxoxiacetofenona y 4-hidroxiacetofenona, las
acetofenonas fueron.obtenidas de los extractos en éter de la corteza de la raiz y del
centro de la misma en cromatografia en columna con silica gel utilizando benceno

acetona como eluente. (50)

Desde la antigiiedad se empleaba la adelfa para preparar vinos contravencno para
mordeduras de serpiente o animales venenosos, un veneno expulsaba al otro pero
resultaba mortal para el que carecia de algﬁn veneno ¢n su cuerpo. A causa de la gran
toxicidad de la planta entera se desaconsejan los preparados domésticos. (16, 51) Las
hojas del laurel rosa han sido la parte mas estudiada por los quimicos, asi en 1918
Stroub, encontrd que los extractos alcohélicos eran 2.5 veces mas activos que los de las
Digitalis sp logrando aislar y cristalizar un glicésido cardiotdonico més activo que la
digitalina al que llamé oleandrina. (55)

Las flores contienen un perfume casi narcotizante y presentan .sustancias toxicas
de efectos similares a los de la digitalina sobre miisculo cardiaco que se encuentran

distribuidas en toda la planta; los principios activos incluyen glucdsidos cardiacos



similares & los de esta sustancia, en Europa son usados como sustitutos de la misma. En
cierta medida esto se debe a la dispenibilidad de la planta. (51)

Otros glicésidos cardiacos que contiene son oleandrigenina que es obtenida por
la hidrc’)lisisrcon 4cido clorhidrico (55) neriina, flavonas, rutina, tanino, resina (51),
desoximetil pentosa, oleandrosa, folinerina que es una mezcla de glucdsidos (55). Hasta
la fecha, ademas de la oleandrina que es la mas abundante, se han aislado otros 3
glucodsidos denominados desacetiloleandrina, adinerina‘ (45), y neriantina. Por hidré liéis
de estos glucdsidos se han obtenido 4 agliconas, oleadrigenina, 16,0- acetilgitoxigenina;
gitoxigenina, adinergenina, neriantogenina y tres carbohidratos, 1-oleandrosa d-diginosa
y la a-glucosa. Villarreal M. C. menciona que Gajanon aisl6 de la corteza del 1aui'el Tosa
una pequeiia cantidad de aceite esencial, un aceite graso de propiedades parecidas al

aceite de oliva, 2 glucdsidos amorfos, una cera, tanines, y colorante rojo.(55)

Nerium oleander, es utilizade como ornamental, venenosa para el hombre y el
ganado, utiliiada en medicina y como insecticida. Las hojas de esta planta sobre todo
son muy ricas en principios activos toxicos de tipo digitalinico, por lo que debe evitarse
su contacto y aulnque sus flores séan muy atraétivas, no deberian utilizarse-como planta

‘ornamental. (54) El principio nocivo de esta planta es un glicdsido que provoca los
siguientes sintomas: arritmia cardiaca, diarrea con sangre, fiebre v muerte. Toda la
planta es sumamente‘venenosa,‘ pero sobre todo las hojas son ricas en glicosido
oleandrina, que suele ir acompaiiado de otros.glucc’)sidos secundarios. Las plantas
silvestres son mds toxicas que las cultivadas, existen preparados comerciales de algunos

de los glucésidos de Adelfa, tal como la folinerina. (38, 42, 51, 57)
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Se han aislado dos triterpenoides de N. oleander y se determinaron sus
estructuras como 3 B, 27 —dihidroxi-urs- 1l8-en 13, 28-6lidoy 3 B, 22 o , 28 trihidroxi —
25 nor-lup-1, 20 (29)-dien-2-ona. La determinacién de-las estructuras se basd en
métodos espectroscopicos incluyendo RMN unidimensional y bidimenstonal (3). De la
planta fresca de N. oleander se aislaron nuevos triterpenoides como Kanerocina junto
con acido ursélico v oleandlico, estas estructuras se determinaron coﬁ métodos
espectroscopicos y quimicos como acido 3-o -hdroxi-urs-18,20-dien-28 oico (46). No

se tienen reportes del efecto antimicrobiano de esta planta.

17



74(5(/,/4((:/{/“0 de Jdo L
i-—S:UaLLL :

G@F‘/ A i l/lﬂ/}'ﬁ @AL?E»’Ltg’g/&
i o0 qesh0 ARTEAGA s e

O [ weT 0 il T AW e

ﬂf_ g."-\.-\__ Co_,/(/?-/t-—"?' j,_._

LST T FLaogs 31‘1)4/?«440 v ﬁa&
ML dio as A OM g 1D N AT s g‘.ﬁl
% FAAC LAy oo (ey ’:Uf_/‘f@/

NS A Lu-/fﬂf“fj s A Lwéao(ocfcﬁr—/&cw){'

PDA ‘{,/ MG TO)O d - hoedHai Faesus e
(Gl uin K Dot v

MOOLF’L;’AdO o b F/L/T(—C‘%ae n o .

ten NE D Lao <Ten Bg PST [HAWClACT %90

| N e st e Ts—a

MATRD D ALl Sopnl ¢+ AT MG Y L. Ctaus en

m*ﬁ#‘ﬁ’r‘ﬁv‘*—e’ﬁ"(_’“—‘;—?~\ an
G T e :

e ; %
S i e GOA Foa PURLE (cqg

' = \fé
PO Sots (v CADm 06 4
-~ ; = =

S L’i, J/LCHCI//( 2 A pﬂ.—uw;§4(-5\

; tn



Lo eyt #i Shiasou P

SO e ;PD'JI :(u’/ﬂr lo Y ppna |
. FQJ&UOLQ% 7

<

CL/SWQ(_/IW :[//L 9,/:; ﬂA Dﬂvumgkz"

EC@/L/‘«@/S\P 4 e 0 < |









2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material vegetal

2.1.1 Clasificacién botinica de Schinus molle (Pirul).

REINO. Plantae
DIVISION. Spermatophyta
StIBCLASE. Monocotyledonea
CLASE. Angiospermae
ORDEN. Sapindales
SUBORDEN. Anacardiinae
FAMILIA. Anacardiaceae
GENERO. Schinus
.ESPECIE. Schinus molle

2.1.2 Descripciéon botanica.

S. molie de la familia Anacardiaceae perteneciente al orden Sapindales, contiene

alrededor de 60 géneros y 400 especies (6), es un arbol de 15 m. de alto, ramas

numerosas, delgadas y colgantes como de 3 m. de largo, desarrolldndose desde el mvel

del suelo; hojas con peciolos de 2-3 ¢m de largo arregladas imparipinadamente, largos

gruesos y membranosos; hojuelas de 15-40 mm, sésiles, lanceoladas o linerlanceoladas,

de 6 cm de largo, cuncadas u obtusas en la base, acumunadas o raramente agudas en el

apice, la punta usuaimenie curveada, entera o casi entera, ligeramente café arriba ;

paniculas blanco-amarillas, con tricoma simple; pétalos angostamente ovados; truncados

y glabros de 12 mm de largo. (6, 41, 57) (figura 1).
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IPresenta flores unisexuales muy pequeiias agrupadas en paniculas axilares; caliz de 4-5
- piezas, corola de 4-5 pétalos de color amarillo verdoso en Ias flores masculinas y blanco
‘verdoso en lés femeninas; 10 estambres; un estilo trifido. El fruto en una drupa pequefia,
carnosa que va secando al madurar y-contiene una sola semilla. Fiorece de marzo a
mayo y se multiplica mediante semillas en primavera o bien a través de los esquejes

semimaduros obtenidos en verano. (6)(42)

2.1.3 Distribucion geografica.

Nativo de Sudamérica y se ha hecho silvestre en la Meseta Central (3), esta
naturalizado en nuestro pais. Es un drbol procedente del Pert.
Habitat : matorrales xeréﬁlos, pasﬁzales se cultiva coma arbol de sombra en plazas,

jardines y orillas de caminos. (42)

2.1.4 Clasificaciéon botanica de Nerium oleander (adelfa)

REINO. Plantae

DIVISION: Spermatophyta
SUBCLASE: Monocotyledonea
CLASE: Angiospermae
ORDEN: Contortac
SUBORDEN: Gentianineae
FAMILIA: Apocynaceae
GENERO: Nerium

ESPECIE: Nerium oleander
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2.1.5 Descripcion botanica:

Nerium oleander pertenece a un género de arbu;tos perennifolios que se utiliza
-en jardineria por la calidad de sus flores. Este arbusto también es llamado adelfa, puede
alcanzar mas de 6 m. de altura, tiene hojas parecidas a las del lavrel ¢ inﬂorescencie_ls
cimosas formadas por fleres de 5 pétalos, generalmente de color rosa. La rosa laurel es
un arbusfo brefioso; desarrollo vertical, con hojas coridceas de color verde oscuro. Desde
primavera a otofio aparecen grupos terminales de flores rosadas, blancas, rojas,

albaricoque, o amarillas, generalmente con los pediinculos de color rojo. (6, 42)

(figura2)

Normalmente consta de muchos arbustillos apretados aunque ocasionalmente
forma una sola vara rameada en la parte alta, la -corteza en las ramas jovenes es lisa y de
color vérde pero sus ramas viejas y troncos son grises con rugosidades asemejando
lentejilias pequefias. (55) Las vainas son largas, angostas, cilindricas, y estan dispuestas
por pares. Dentro de la vaina se encuentran numerosas semillas cubiertas de un

abundante vello café. (55)
2.1.6 Distribucién geografica.

El laurel rosa e¢s un arbusto originario de la regidn mediterrdnea (56) y se
encuentra también en Macaronesia; ¢s una planta tipica de los bordes de arroyos, rios y
cursos de agua intermitentes de las zonas mas térmicas de la provincia. (57) En México

se cultiva como planta de ornato. (33)
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Figura 1. Schinus molle: (Anacardiaceae)

Figura 2. Nerium oleander. (Apocyaceae)
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2.2 RECOLECCION DE LAS PLANTAS.

La recoleccién de ambas plantas Schinus molle y Nerium oleander se llevd a
cabo en los alrededores de Santa Catarina, Nuevo Ledn en Junio de 1998. - Se
recolectaron las hojas de ambas plantas y se trabajd los extractos de las mismas. Cada
planta se identificé en el herbario de la Facultad de Cienciag Biolégicas con los

numeros 023490 (S. molle) v 023491 (N. oleander).
2.2.1 EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL.

La extraccion de ambas plantas se llevo a cabo una vez que el material se seco.
Las hojas secas, se trituraron en una licuadora, po:;teriormente se tomaron 30 g de cada
planta a los que se le adicioné 150 mL de solvente (22, 52). Los principios activos del
material seco y molido se extrajeron con solventes de polaridad creciente por 7 dias con
agitacién constante. Se obtuvieron extractos en: éter de petrdleo, hexano , acetona y
etanol como sg muestfa en la Figura 3. Para lés pfuebas microbioldgicas el extracto
obtenido se disolvié a una concentracién de 333.3 mg / mL en etanol vy se esterilizé por

filtracién en filtros de membrana de 0.25 um. (54)

2.3 PRUEBAS DE INHIBICION BACTERIANA.
Los métodos empleados para el ensayo microbiolégico se realizaron en el
Departamento de Bioquimica; en el laboratorio de Fisicoquimica de la Facultad de

Ciencias Biolbgicas por el método de difusion en placa que reporta Koneman. (26)
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2.3.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Para el presente estudio se seleccionaron 6 bacterias causantes de enfermedades
gastrointestinales: Salmonella typhi, Shigella flexneri, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacilus cereus, Enterobacter aerogenes. Proporcionadas por el departamento de

Microbioclogia de Ja Facultad de Medicina, de la U.AN.L.
2.3.2 PREPARACION DE MEDIOS ENRIQUECIDOS.

1y Para activacion de bacterias:

Se usé medio caldo C. Rivas 8.5gr en 100mL de agua destilada. Este medio de
cultivo contiene glucosa, peptona de colageno, extracto de levadura, NaCl, CaCQ;
ajustados a pH 7 y fue disefiado por Rivas Morales C. en 1998, para la produccién de
biomasa de Nocardia brasifiensis HUJEG-1 a escala piloto para la obtencién de
proteasasVcaSefnoliticas. Este medilo de cultivo se utilizé en la investigacion ya que
presenta los nulrientes necesarios para el crecimiento de microorganismos como
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Satmonella typhi, Shfgel;’a disenterie, Shigella
flexneri, Shigella boydii, Vibrio cholerae; Yersinia enterocolitica, Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus como lo reporta Veldzquez Gonzalez C C.(44, 55)

Para la preparacion del medio se utilizaron tubos de ensaye 18 X 150 a los que
se les agregaron 5 ml. del medio a cada uno, se esterilizaron, se inocularon con las

diferentes cepas en estudio con-una asa cada tubo previamente identificado, se tomaron
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medidas asépticas, como encender méchero, evitar corrientes de aire, etc. Se incubaron

de 12-18 ha 37°C. (44, 52)

2) Para cultivo de bacterias:

Se utilizé el medio sélide C. Rivas ; 8.5g en 100 mL de agua destilada, se
esterilizé y se adiciond sobre cajas petri en proporciones de 20 mL, que se utilizaron en
las pruebas de inhibicion "in vitro" para los microorganismo-s mencionados en el punto

2.3.1. (44, 52)

3) Pruebas in vitro:

El uso de discos de papel filtro aumenta mas la cantidad de antibiéticos 0 extractos
que se pueden probar simultdneamente en pruebas de susceptibilidad; segiin Koneman.
(26) El método de difusién en placa se realizé colocando 10 pl. de cada uno de los
exfractos obtenido en discos de papel filtro Whatman No. 1 sobre una placa sélida de
medio C. Rivas, previamente inoculada con 100 pu L de una suspension bacteriana de
1x10°* UFC, se probaron también en un disco 10 pL el solvente utilizado para disolver
el extracto como control negativo (etancl) y 10 pl. de un antibiético como control
positivo {cloranfenicol). Se incubé a 37°C por 24f1; desphés de este periodo se midieron
los halos de inhibicion en mm para cada prueba.

Los extractos que presentaron mayor actividad microbiana se utilizaron en las
pruebas cromatograficas y quimicas para la separacion e 1dentificacidn, de las fracciones

activas.
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2.4 SEPARACION E IDENTIFICACION DE LAS FRACCIONES CON

EFECTO INHIBITORIO

La separacidn de las fracciones se realizé por cromatografia en capa fina. Para la
identificacion se usaron reacciones para determinar grupos funcionales. (22, 43, 52)
2.4,1 Métodos cromatograficos

-2.4.1.1 Cromatografia en capa delgada.

Este método se realizd para la separacién y purificacidn de compuestos. Las
placas cromatograficas se prepararon en el Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la U.A..N.L., utilizando silica gel I.T Baker 7G mezclada con
agua en unﬁ proporcion de 10 g silica / 40 mL de HO aplicandola sobré las placas de
vidrio, se secaron después por un periode de una hora eﬁ la estufa de 100 °C. En la placa
seca se colocd la muestra por medio de un capilar, la placa se introdujo a una céméra de
vidrio de boca ancha que contenia el eluepte y una tapa mévil de aluminio para asi
mantener saturados los vapores del eluente. (22)

Para calcular el Rf se midié la distancia del punto de aplicacion de la muestra
hasta la mitad de la mancha detectada y se dividi6 el valor entre la distancia del punto

“de aplicacién y el frente del eluente.

2.4.1.2 Agentes cromogénicos
Para observar el cromatograma y localizar sus componentes, que 1o son apreciables al

visible se usaron: Luz ultravioleta y vapores de yodo.
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2.4.1.3 Bicautografia

Se utilizé la técnica de Hamburger modificada por Verastegui en 1998; se selec.cionc') la
cromatografia en la que las fracciones mostraran mayor separacion. En una caja petri se
celoco el cromatograma Vdesarrollado esterilizado con luz _uitravioleta y sobre €l se
¢olocd una tira de medio solido C. Rivas de 1x 6 cﬁa, con un espesor de 0.3 mm.
quteriormente se afiadieron 150 pL de la dilucién 1x 10 *® UFC del microorganismo _
sobre la tira de agar y se distribuyé homogéneamente. Las condiciones de humedad se
mantuvieron colocando dentro de una caja petri un fragmento de algoddén himedo con 4
6 5 mL de agua désti[ada estéril. Se utilizé como control negativo un cuadro de agar
inoculado con el mismo microorganismo pero separado del cromatograma. Se incubd el
tiempo y la temperatura adecuada para cada microorganismo en estudic. La zona de
inhibicién de los microorganismos eﬁ la tira de agar se midid y se correlaciond con el
registro previo de las fracciones separadas cromatograficamente facilitando asi el
aislamiento y la identificacién del compuesto responsable del efecto antimicrobiano.

(21, 53)

2.4.2 Métodos quimicos de identificacion

2.4.2.1 Pruebas para grupos funcionales

Prueba de Liebermann-Burchard:
La prueba es para triterpenos y compuestos esteroidaies. Se disuelven 1.5 mg de muestra

en cloroformo y luego se¢ afiaden unas gotas del reactivo, observiandose cambios de
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coloracion, el reactivo se prepara agregando una gota de Acido sulfurico a una mezcla

de 1.0 mL de anhidrido acético y 1.0 mL de cloroformo. (13, 22)

Prueba de Salkowski:
Similar a la de Liebermann-Burchard, la muestra (1-2 mg) en 1.0 mL de cloroformo se
pone en contacto con 1 mL de acido sulfirico, desarrolla colores amarillo o rojo , para

esteroles y metilesteroles. (12, 13, 22)

Prueba de Shinoda:

Para compuestos de tipo flavonoide; 1.0 fng de la muestra disuelta en etanol y unas
limaduras de magnesio se le aplica calor (60 °C) y después unas gotas de HCI por‘las
lﬁaredes- Se considera positiva con la aparicién de colores naranja , rojo, rosa, azul o

violeta. (12, 13, 22)

Prueba de Acido Sulfirico:
Para flavonoides una pequefia cantidad de muestra se disuelve en acido sulfurico
concentrado y se observan coloraciones amarillo para flavonas y flavonoles, naranja-
guinda para flavonas; rojo-azuloso, para chalconas. También detecta quinonas con

coloracidn roja- purpura. (12, 13,22) .

Prueba de Baljet:
" Para sesquiterpenlactonas, se utilizan 2 soluciones que se mezclan en iguales volumenes
antes de usarse, la solucién A, un grame de dcido picrico en 100 mL de etanol; solucion

B, 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua. Para la prueba se ponen 10 mg de
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compuesto y unas 3-4 gotas de reactivo, siendo positiva si se forma una coloracién

naranja o roja obscura. {12, 13, 22)

Prueba de Dragendorff:

Mddiﬁcacién de Munier y Machelobuf . Para alcaloides.

Solucion A : Se disﬁelven en 0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10 mL de
acido acético glacial y 40 mL de agua.

Soh-lcién B: Se disuelven 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua

El reactivo se prepara ﬁlezclaﬁdo 5mL de A, 4 mL de B y 100 mL de agua, el reactivo
es estabie por un afio, la prucba es positiva para alcaloides al dar la placa coloraciones

rojo o naranja, persistentes por 24 h. (12, 13, 22)

Prueba de bromo en tetracloruro de carbono:
Para insaturaciones, a 2 mg de la muesfra contenida en un tubo de ensaye se le
agrega una solucién de bromo al 2 % en tetracloruro de carbono; si la coloracion de la

solucidn desaparecen en un principio la prueba se considera positiva. (12, 13,23)

Prueba del permanganato de Potasio:

Para dobles enlaces, se prepara una solucion de permanganato de potasio al 2 % en agua,
se disuelven 0.2 mg de muestra en agua, acetona, 0 metanol y se toma en captlar
agregdndole la solucién de permanganato de potasio. La prucha es positiva si hay

decoloracion del reactivo. (12, 13, 22)
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Prueba de cloruro férrico:
Se disuelve una pequeiia cantidad de muestra en etanol y se afiade una gota de solucién
de cloruro férrico en agua ( 2.5 %). La aparicidn de una coloracién o precipitado rojo,

azul, violeta o verde se considera positiva. (12, 13, 22)

Prueba de 2,4- Dinitrofenilhidracina:

Para grupo carbonilo. En un tubo de ensaye se disuelve 50 mg de 24-
dinitréfenilhidracina en 1 mL de etanol caliente. Se agrégan 50 mg de;l compuesto
carbonélico y se calienta a bafio Maria por 10 a 15 minutos. Se deja en repose y luego se
enfria en bafio de hielo, la aparicion de un precipitado indica la presencia de un grupo

carbonile. (2, 13, 22)

Prueba de Molisch:

Para azticares. En un tubo de ensaye colocar la muestra, afiadir ¢l reactivo de Molisch, 3
gotas, y agitar, Luego, inclinar ¢l tubo vy depositar por la pared 2 mL de acido sulflrico
concentrado. Es positivo cuando se forma un anillo coloreado en la interfase. El reactivo

se prepara disoiviendo 1 g de w-naftol en 100 mL de etanol al 95 %. (12, 13, 22)

2.5 Métodos espectroscopices para la determinacion de grupos funcionales
La determinacion de los grupos funcionales de las fracciones que presentaron efecto
inhibitorio sobre los microorganismos en estudio; se llevd a cabe en el ITESM en un

espectrofotometro de Infrarrojo.
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Material Vegetal

Extraccion con éter Extraccion con hexano
I I
[ 1 I I
Evaporar Residuo del extracto Residuo del extracto Evaporar
con éter ¢on hexano
Concentrar Extraccion con acetona Extraccion con acetona Concentrar
3353 mg /L 333.3 mg fmL.
Residuo de] Evaporar Residuo de! Evaporar
extracto con acetona extracto con acetona
Extraccion Concentrar Extraccion Concentrar
con etanol 3333 mg/ml con etanol 3333 mg /mL
Evaporacion Evaporacion
Concentrar Concentrar
3333 mg ‘mL 3333 mgmL

Figura 3. Obtencion de los extractos de S. molle y N. oleander




3. RESULTADOS
3.1 Actividad aﬁtimicrobiana

Los extractos obtenidos en éter y acetona de Schinus molle presentaron mayor
actividad sobre las bacteri;a.s utilizadas en la investigacion. (tabla 1) Por otra parte todos
los microorganismos en estudio fueron inhibidos en diferente proporcién por los
extractos en éter y acetona de Nerium oleander a excepcion de S. flexneri que no fue
inhibida por el extracto en acetona. (tabla 2) . La inhibicion bacteriana de los diferentes

extractos de ambas plantas se muestra en las figuras 4 y 5.

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de los extractos de Schinus moile.

EXTRACTOS de Schinus molle
MICROORGANISMOS
ETER DE HEXANO ACETONA ETANOL
PETROLEO

Escherichia coli + * + -
Enterobacter aerogenes +++ = LRy LES
Bacillus cereus + 5 - LR
Staphylococcus aureus + 2k * T
Salmonella typhi + # tr i

| Shigeila flexneri £4 * LA w

N=3 +INHIBICIONDE 2.5 -4.9mm ++ [NHIBICION DE 5 - [0 mm +++ [NHIBICION =10

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de los extractos de Nerium oleander.

EXTRACTOS de Nerium oleander
MICROORGANISMOS
ETER DE HEXANO ACETONA ETANOL
PETROLEQ '

Escherichia coli ++ - + +
Entercbacter aerogenes + + ++ +

| Bacillus cereus + - + +
Staphylococcus aureus ++ - + -
Salmonella typhi ++ - ++ -
Shigella flexerf + - - -
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Figura 4. Efecto antimicrobiano de los extractos de Schinus molle; (Anacardiaceae)
Microorganismos utilizados para evaluar la  actividad: E.aerogenes en los solventes: 1. Hexano, 2.

Acetona, 3. Etanol y 4. Control negativo y con E. coli S. thyphiy 8. flexneri en los solventes: 1. Eter de
petroleo, 2. Hexano, 3. Acetona, 4. Etanol y 5. Control negativo

Figura 5. Efecto antimicrobiano de los extractos de Nerium oleander; (Apocynaceae)
Microorganismos utilizados para evaluar la actividad: E.aerogenes, E. coliy S. aureus, los solventes:
1. Eter de petroleo, 2. Hexano, 3. Acetona, 4. Etanol y 5. Control negativo




Tabla 3. Inhibicion bacteriana de los extractos que presentaron mayor actividad sobre
todos los microorganismos estudiados en comparacion con el efecto presentado por el

cloranfenicol.
Halo de inhibicion en mm
Microorganismas Extracto Extracto Extracto Cloranfenicol
Eter Acetona Eter 25mg/mL
S. molle S. molle N. oleander

Escherichia coli 3.0 3.0 5.0 4.0
Shigella flexrneri 9.0 5.0 2.0 3:0
Bacillus cereus 3.0 4.0 3.5 21.0
Staphylococcus aureus ZH 3.0 5.0 8.0
Enterobacter aerogenes 12.0 18.0 4.5 19.0
Salmonella typhi 4.0 6.0 5.0 23.0

3.2 Separacién de fracciones

por métodos cromatogrificos

Se probaron varios eluentes (Hexano-Cloroformo-Etanol 1:1:1, Cloroformo-

Hexano 4:2, Hexano-Cloroformo 9:4, Hexano-Acetona 9:2, Cloroformo-Acetona 9:1,

Hexano-Acetona-Cloroformo 2:2:2, Benceno-Cloroformo 2:3, Benceno-Acetona 9:2,

Eter de petréleo-Acetona 9:2, Eter de petréleo- Benceno-Acetona 9:9:2) v se encontré

que el Eter de petréleo-Benceno-Acetona 9:9:2 era un eluente adecuado para separar las

bandas de los extractos que presentaron efecto antimicrobiano ( Extracto en éter de

petrdleo y en acetona de S. molle, del extracto etéreo de N. olearnder ). La separacion se

llevd a cabo mediante crométografia en capa fina (CCD) en placas de silica gel J.T.

Baker 7G en las cuales se observaron diferentes bandas dependiendo del extracto

utilizado. La revelacion de las bandas se hizo visible por medio de vapores de yodo y huz

UV, los resultados se muestran en las tablas 4, 5 y 6.
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Tabla 4. Cromatografia en

capa fina del extracto etéreo de S. molle

VAPORES DE

MANCHAS Rf VISIBLE uv YODO

1 0.23 Amarilla | —=-memmer - e

2 0.41 Amarilla o S,

3 0.50 verde claro amarilla café

4 0.60 verde claro marrén verde claro

5 0.61 verde naranja verde

6 0.66 verde roja verde

roja

Tabla S. Cromatografia en capa fina del extracto en acetona de S. rolle

YAPORES DE

MANCHAS Rf VISIBLE uv YODO

1 0.03 verde claro -

2 0.25 amarillo café amarilla

3 0.43 verde claro N café

4 0.52 verde claro verde claro —————————

5 0.60 verde claro naranja verde

6 0.63 verde rojo | mmmeemmmemee-

7 0.68 verde rojo verde

Tabla 6. Crorﬁatografia en capa fina del extracto ctéreo de N. oleander

-

VAPORES DE

MANCHAS Rf VISIBLE uv YODO

1 0.26 Amarilla | s=mememememmman | mmmemee e

2 0.44 Amarilla — | -

3 0.53 verde claro | - amarilla café

4 0.65 verde naranja verde

5 0.70 amarilla roja amarilla

amarilla
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3.3 Determinacion de la fraccién con actividad antimicrobiana por Bioautografias

En la tabla 8 se muestra que las fracciones 1, 2, 3 de los extractos en éter de S. molle
presentaban efecto sobre E. aerogenes y B. cereus; mientras que las fracciones 1, 2, y 3
del extracto en acetona de la misma planta presentaron efecto sobre E. gerogenes y solo
las fracciones 1 y 2 de este extracto mostraron efecto sobre B. cereus. Las fracciones de N.

oleander no presentan efecto sobre ningin microorganismo. (Figura 6)

Figura 6. Inhibicion bacteriana de las fracciones separadas de los extractos de S. molle y
N. oleander por bioautografia. En la parte superior S. molle y en la inferior
N. oleander y control.
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Tabla 7. Pruebas de inhibicién bacteriana por bioautografia

Fracciones Fracciones Fracciones
Exiracto éter de extracto acetona Extracto éter de
MICROORGANISMOS petrdleo Schinus molle petréleo .
Scliinus molle N. oleander
213/4|5 ﬂ 2/314(5]6 112(3[|4]| 5
FEnterobacter aerogenes +i+)-]- F{+ |+ |-]=]= -l =l -
Escherichia coli S I N S I [ P I -] -
Satmonella typhi w [ | [ o | | oo | = wo [ | e [ | =
Staphylococcus aureus ] e | - I [P [ (e P o ]| || w
Bacillus cereus + i o= + =+ === ol belail
Shigella flexneri w | | 2] w S I S I w || ow [ | =

3.4 Determinacién de grupos funcionales por pruebas quimicas.

Se realiiaron las pruebas quimicas a los extractos de S. molle para la determinacion de
los grupos funcionales de las fracciones que presentaron inhibicidn en la bioautografia;
aunque solo las pruebas de KMnQ4, HaSO4 y Shinoda preseﬂtaron algunas reacciones
positivas para las fracciones probadas; la primer prueba indica la presencia de
insaturaciones y las ultimas 2 la presencia de

flavonoides respectivamente, los resultados se mucstran en la tabla §. También se

flavonoides o compuestos tipo

realizaron las pruebas quimicas en el extracto etéreo de N. oleander (Tabla 9).




Tabla 8. Determinacidén de los grupos funcionales y metabolitos secundarios de las

fracciones activas de S molle.

PRUEBAS PARA FRACCIONES ETER DE FRACCIONES
PETROLEO ACETONA
GRUPCHS Schirus molle Schiinus molle
FUNCIONALES 1 3 3 1 2 3

Bry / CCl 4{insaturaciones) - - " » @ "
KMnQ, {insaturaciones) + + + + + . +
2-4 DNFH (carbenilos) - “ w . = -
FeCl; (oxidriles fenalicos) - - - - - -
Liebermann-Burchard - - - - = -
‘| (triterpenos) \
Salkowski (esteroles) - - - - & 2
Molisch (carbohidratos) - = - . - - -
KOH (Coumarinas) - = & i - o
Baljet {sesquiterpenlactonas) - -
H250, (flavonoides) + =
Shinoda rilavonoides) = =
Dragendorff (alcalaides) - E - - = -

+ |+
1
i
L

Tabla 9. Determinacion de los grupos funcionales y metabolitos secundarios del

extracto N. oleander en éter de petrdleo.

PRUEBAS PARA GRUPOS EXTRACTOQ ETER DE PETROLEO
FUNCIONALES Nerium oleander '
Br»/ CCl, (insaturaciones) -
KMnQ,  (insaturaciones) +
2-4 DNFH (carbonilos) -
FeCls {oxidrilos fendlicos) -

Liecbermann-Burchard (triterpenos) ) -
Salkowski (esteroles) -
Molisch (carbohidratos) . -
KOH (Coumarinas) -
Baljet {sesquiterpenlactonas) -
H,80, (flavonoides) o
Shinoeda  (flavonoides) -
Dragendor(t (alcaloides) ’ -

En la figura No. 7 se muestra el especro de infrarrojo de la fraccién de mayor actividad
mostré un picos intensos a 758 cm ', 1216cm ', 1504 cm ~', 1714 cm !, 3066em 'y
3367 cm .
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4. DISCUSION

En esta investigacién se encontré que el extracto etéreo de S. molle presentaba
inhibicién débil sobre Salmonella typhi y que todos los extractos de la misma planta
mostraban un efecto mayor _sobre Enterobacter aerogenes, lo que concuerda con Kramer

quien reporta que Schinus molle tiene un efecto antibacterial, antifingico, antiviral (27).

Se pudo comprobar lo reportado por March en 1991; en nuestros resultados el
efecto inhibitorio varia de acuerdo al tipo de solvente utilizado en la extrac.cién y al
microorganismo con el cual se poﬁga en contacto. Enterobacter aerogenes,
Staphylococcus aureus y Shigeléa Sflexneri fueron inhibidos por todos los extractos de S.
molle en mayor proporcion el primero y menor en los altimos; los extractos ctandlicos
de S. molle presentaron mayor inhibicion en E. aerogenes y Bacillus cereus. Se compard
la actividad con cloranfenicol observindose que el extracto en éter de S. molle
presentaba mayor efecto que este antibiético sobre S. flexreri y un efecto superior sobre
E. aerogenes; mienltras que el extracto acetonico de Ia misma planta presentd un efecto
muy cercano al de dicho antibiotico sobre E. aerogenes y un menor efecto sobre el resto
-de los microorganismos. , Sanchez-Garcia en 1995 encontrd inhibicion en estos mismos
microorganismos en extractos acuosos. Por otra parte en 1993 Gundidza M., probé los
extractos acuosos del aceite esencial de las hojas frescas de S. molle, y encontrd ql..le
estos exhibian una actividad significativa sobré especies de bacterias como E.

aerogenes, L. coli entre otros.



Las pruebas de CCD mostraron que el eluente y su concentraci(')n-contribuycn en
la separacion de los extractos, ya que se probaron wvarios eluentes a diferentes
concentraciones de los mismos y se observé que el eluente mas adécuado para separar
las bandas de los extractos que presentaron mejor efecto era ¢l éter de petrdleo-benceno-
acetona 9:9:2. Las cromatografias y bioautografias usadas para sepérar e identificar las
fracciones de los extractos en €ter y acetona de S. molle revelaron 6 y 7 fracciones
respectivamente. Sin embargo solo las fracciones 1, 2, v 3 de ambos extractos con Rf de
0.23, 0.41, 0.50 para el primero y 0.03, 0:25, 0.43 para el segundo mostraron inhibicion
sobre £. aerogenes y al mismo tiempo las fracciones antes mencionadas del primer
extracto presentaron inhibicién en B. cereus y solamente las fracciones 1 y 2 del

extracto en acetona presentaron efecto sobre dicho microorganismo.

Las pruebas quimicas para la identificacion de grupos funcionales muestran que
las fraccienes con Rf de 0.23, 0.41 y 0.50 del extracto en éter de S, molle presentan
insaturaciones lo mismo que las fraceciones con Rf 0.03, 0.25 y 0.43 extraidas con
acetona de la misma planta. Sin embargo la fraccion 1, éoh Rf (.23 indica la presencia
de compuestos flavonoides al parecer flavonas ya que al reaiizar la prueba de H;SO, se -
presentd una coloracién guinda; asi mismo la fraccion 3, coﬁ Rf 0.50 reveld la
presencia de ﬂavonés al observar la misma coloracidn que en la fraccidn anterior por la
prueba de H;SO4 ademds de una reaccion positiva de la prueba de Shinoda lo cual
comprueba alin més la presencia de este tipo de compuesto y se corrobofa en el espectro
de infrarrojo que se muestra en la figura No. 7 que presenta un pico intensor a758 cm ™

correspondiente a la flexion fuera del plano C-H de anillo aromatico, absorciéon a 1504

em ', corresponde a alargamiento C-C de anillo aromatico y a 3066 cm ' de

40



estiramiento C-H, presenta un pico fuerte a 3367 cm ~' de estiramiento de O-H y 1216
crﬁ ! de alargamiento C-O de fenoles, absorcién fuerte a 1714 cm ~' para carbonilo
cetonico. Estas sustancias que también han sido aisladas de insectos Melipoiis
perpendicularis especificamente el Lonchocarpol A que tiene efecto bactericida sobre -S.
aureus 'y Enterococcus faecicum segun Salvatore M.J (47) La genisteina es otro
compuesto flavoneide obtenido de Genfsta ephedroides por Pistelli (40) y la Oct-1-en-
3-y1 arabinopiranosil-(1 -96)-[3-glucopiranésido y acido phaselico obtenidos de Trifolium
subterraneum por Shaofang (49) . Cabe mencionar que las pruebas quimicas para la
determinacion de grupos funcionales no son pruebas confirmatorias y que para poder
establecér con certeza que se trata de un grujao funcional en especial es necesario

realizar estudios espectroscépicos.

El extracto en éter de petréleo de Nerium oleander presentd un efecto moderado
sobre S. fyphi, E. coli y S. aureus. Por otra parte £. aerogenes fue inhibido por todos los
extractos de N. oleander; mientras que el resto de los microorganismoé no fueron
inhibidos o se inhibieron en' menor medida en los extractos de hexano, acetona y etanol.
Los extractos en &ter de petréleo de N. oleander presentaron actividad bioldgica sobre
todos ios microorganismos en estudio; aunque no .existen reportes de su uso como agente
bactericida; sin embargo este extracto presentd mayor inhibicidén sobre E. coli, S
aureus, S. typhi y menor inhibicién sobre B. cereus yl 3. ﬂéxneri y E. aerogenes.
También se observo que el extracto en éter de M. oleander no presentaba efecto

significativo sobre los microorganismos estudiados en comparacién con cloranfenicol.
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Las cromatografias del extracto en €ter de N. oleander mostraron 5 fracciones,
sin embargo, las fracciones separadas no presentaron efecto antimicrobiano en la
bioautografia; esto se puede deber a que exista una accion sinérgica ent-re todos los
compuestos que se encuentran en el extracto y nﬁ a un principio activo en particular
como [0 menciona Yelézquez Gonzélez (52), ya que ¢l extracto si presentd efecto

antimicrobiano antes de separar sus fracciones.

Por otra parte las pruebas realizadas en el extracto en éter de petrbleo de N
oleander solamente indicaron la presencia de insaturaciones _rneldiante la prueba de
KMnOy; aunque se han realizado otros estudios en Nerium. odorum donde se ha
encontrado que los extractos etéreos de raiz y corteza contienen acetofenonas ( 2,4
dihidroxiacetofenona y 4-hidroxiacetofenona) que son usadas en enfermedades de la piel
pfobablemente causadas por microorganismos (50). Es cierto que las sustancias
obtenidas de. este tipo de plantas son muy toxicas para el hombre perb se podria
establecer la dosis adecuada para usar el extracto como agente interno ya que con
relacion a estos antecedentes podria utilizarse como agente antimicrobiano externo.
Ademas en N oleander Se‘han encontrado un gran nimero de sustancias como la°
oieandrigenina, neriina, desacetiloleandrina, neriantina, adinerina, tanino, flavonas entre
otras; se cree que en las pruebas con cloranfenicol este tipo de sustancias actian de una
manera sinérgica produciendo la inhibicién encontrada en esta investigacion ya que se
tienen antecedenfes de qu§ las flavonas tienen efécto antimicrobiano sobre algunas

bacterias causantes de enfermedades gastrointestinales (45, 47, 55).
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5. CONCLUSIONES

Los extractos de S. molle. y N. oleander presentaron actividad contra los
microorganismos estudiados .

El extracto etéreo de S. molle presentd mayor actividad sobre £. aerogenes y S.
flexneri, y el etandlico inhibid moderadamente a B. cereus.

El extracto etéreo de Nerium oleander mostrd efecto moderado sobre S. aureus y S.
typhi v débil sobre B.cereus y S. flexneri.

El mejor eluente para separar las fracciones de ambas plantas fue éter de petrdleo-
benceno-acetona en una relacién 9:9:2.

El extracto etéreo de S. molle por bioautografia presenté 3 fracciones activas sobre
E. gerogenes y B.cereus. y el extracto acetdonico presenté 3 fracciones activas
sobre E. aerogenes y 2 sobre B.cereus.

Las 3 fracciones activas del extracto etéreo de S. molle presentaron positiva la
prueba de KMnO, para insaturaciones; la prueba de H,SO4 (flavonoides) resultd
positiva para las fracciones 1 y 3 y la prueba de Shinoda (flavonoides) fue positiva
para la fraccidn 3. La fraccion 3 del extracto etéreo por medio de espectiroscopia de
infrarrojo presentd sefiales caracteristicas para flavonoides.

En el extracto aceténico de S. molle, las 3 fracciones dieron positiva la pruecba de
KMnQy (insaturaciones) . ’
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