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RESUMEN

Actualmente se ha incrementado el interés por parte de la medicina en encontrar
medicamentos mas eficientes y con menos efectos secundarios adversos para el
tratamiento de diversas enfermedades. Este interés por ofrecer una mejor calidad en
medicamentos conlleva al estudio de alternativas para tratar las enfermedades, en las que
se incluye el uso de plantas, las cuales, virtualmente, son ricas en compuestos
bioldgicamente activos. Los estudios han demostrado que los productos naturales o bien
estructuras derivadas de productos naturales desempefian un papel muy importante en el
descubrimiento de farmacos (Newman & Cragg, 2012). Para el desarrollo de
medicamentos son necesarios estudios enfocados en la identificacion de dichos
compuestos bioldgicamente activos que, al ser aislados, purificados y si se determina su
actividad biologica, pueden utilizarse en la medicina. Por lo anterior, el presente estudio
estuvo orientado a determinar metabolitos secundarios en el extracto etandlico de hojas
de Sambucus nigra (Sauco), la capacidad de captacion del radical 2,2 difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida albicans. EI material vegetal fue colectado en la vereda
Planadas de Calarca, Quindio, Colombia. La obtencion de extracto se realiz6 mediante
lixiviacién con etanol al 96%. En la caracterizacion fitoquimica preliminar se evidencio
la presencia de glucésidos, fenoles, flavonoides, taninos y alcaloides, ademas la ausencia
de saponinas y esteroides. La cromatografia en capa fina confirmé la presencia de
fenoles, flavonoides y alcaloides y la ausencia de terpenoides y esteroides. La capacidad
de captacion del radical DPPH que presento el extracto fue del 64,8% respecto al control

positivo. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de hojas de



Sambucus nigra para Candida albicans fue de 500 pg/mL.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, metabolitos secundarios, Sambucus nigra,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans.



ABSTRACT

Nowadays, there is an increasing interest on the side of medicine in finding more efficient
medicines with fewer adverse side effects for the treatment of various illnesses. This
interest in offering better quality medicines leads to the study of alternatives for treating
diseases, including the use of plants, which are virtually rich in biologically active
compounds. Studies have shown that natural products or structures derived from natural
products play a very important role in drug discovery (Newman et al., 2012). The
development of medicines requires studies focused on the identification of these
biologically active compounds which, when isolated, purified and if their biological activity
is determined, can be used in medicine. Therefore, the present research was oriented to
determine the secondary metabolites, the capacity of captation of the radical 2,2 diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) and the antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans in the ethanolic extract of Sambucus nigra (Elder)
leaves. The plant material was collected in Planadas village of Calarca, Quindio, Colombia.
The extract was obtained by leaching with 96% ethanol. Regarding the preliminary
phytochemical characterization, the presence of glycosides, phenols, flavonoids, tannins
and alkaloids was evidenced, as well as the absence of saponins and steroids. The uptake
capacity of the DPPH radical presented in the extract was 64.8% with regard to the positive
control. The minimum inhibitory concentration (MIC) of Sambucus nigra leaves ethanolic

extract for Candida albicans was 500 pg/mL.



INTRODUCCION

La utilizacién empirica de las plantas como agentes de la salud es ampliamente conocida en
multiples culturas del mundo. Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo del
tiempo, tamizado por el rigor cientifico de ensayos quimicos, farmacol6gicos, toxicologicos
y clinicos que buscan los principios activos para explicar en forma racional el uso
terapéutico de una planta y que permiten ademas la vigencia de su empleo (Mufioz, Montes

& Wilkomirsky, 2001, p. 15).

En la antigliedad, si bien los humanos sabian que algunas plantas tienen efectos sobre el
cuerpo, en ese momento no pudieron dar explicacién a ello, es asi como atribuyeron dicho
poder a fuerzas sobrenaturales (Salamon & Grulova, 2015). Actualmente se conoce que las
plantas producen y almacenan una gran cantidad de sustancias quimicas denominadas
metabolitos secundarios, estos se caracterizan por ser la fuente de compuestos
bioldgicamente activos, es decir, que tienen algun efecto sobre la materia viva. La
composicion, concentracion y localizacion de estos varia de acuerdo con la especie o la
fuente donde fueron aislados. Muchos de estos compuestos pueden ser inducidos por la
accion de microorganismos, insectos o herbivoros que afectan el desarrollo normal de la
planta (Waller, Meow-Chang & Fujii, 2001). Cuando estos metabolitos secundarios son
aislados, purificados e identificados, y su actividad biologica es probada, pueden utilizarse

en la medicina moderna.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2016), una de las problematicas
actuales a nivel mundial en el &mbito de la salud es la resistencia de microorganismos a

tratamientos antibacterianos. Esto, debido a la capacidad mutagénica y de transferencia



genética que poseen y al mal uso de tratamientos antibioticos comerciales. Por otro lado, las
especies reactivas de oxigeno (ERO) que pueden ser oxidantes y facilmente convertidas en
radicales, son capaces de reaccionar con una amplia gama de estructuras celulares y
alterarlas. Tales estructuras pueden ser acidos grasos insaturados de las membranas
fosfolipidicas, proteinas y acidos nucléicos, los cuales son fundamentales en el
funcionamiento de toda célula (Garcia & Adonis, 2002). Para el manejo de dichas
problematicas se ha considerado al reino vegetal como un gran banco de sustancias

quimicas potenciales y en su gran mayoria inexploradas.

Sambucus nigra es una planta arbustiva ampliamente utilizada en medicina tradicional por
sus propiedades terapéuticas identificadas: diurética, antipirética, antiséptica, cicatrizante,
antiinflamatoria y contra problemas respiratorios (Fonnegra & Jiménez, 2007; Grajales,
Botero & Ramirez, 2015). Sin embargo, es necesario el aumento de contribuciones al
conocimiento cientifico sobre esta planta, de esta manera se podra obtener beneficios para
el mantenimiento de la salud en animales y humanos. Por lo anterior, se tuvo como objetivo
en el presente estudio determinar la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de hojas
de Sambucus nigra frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans y

ademas determinar su capacidad antioxidante.
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MARCO TEORICO

Especie Vegetal A Estudiar

Clasificacién taxonémica.

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Dipsacales
Familia Adoxaceae
Genero Sambucus
Epiteto especifico nigra

Autor C. V. Linné

Generalidades.

Sambucus nigra o cominmente conocido como sauco, es una planta originaria de terrenos
humedos de Europa central y meridional, Africa del norte y la parte occidental de Asia
(Berdonces, 2009). Fue introducido por los espafioles al nuevo mundo donde se encuentra
aclimatado a varios paises, esta distribuido desde México y Costa Rica hasta Argentina; en
Colombia se distribuye en los departamentos de Boyacd, Caldas, Putumayo, Quindio,
Antioquia, Cauca, Cundinamarca, Valle del Cauca, Narifio, Amazonas y Huila en altitudes
que varian entre 1.400 y 3000 m s.n.m. (Diaz, 2003; Alzate, ldarraga, Diaz & Rodriguez,

2013).

El nombre del género Sambucus proviene del griego sambuca, nombre dado antiguamente a

un instrumento musical muy utilizado por los Romanos y fabricado con la madera de

11



Sambucus nigra. El epiteto nigra hace referencia al color negro de sus frutos maduros

(Fonnegra & Jiménez, 2007).

Morfologia.

El sauco es un arbusto de hoja perenne que puede llegar a medir de 4 a 6 m de altura, posee
tronco irregular de color gris blanguecino, ramas opuestas, corteza rugosa y lenticelada,
hojas opuestas, compuestas, e imparipinnadas, con cinco a siete foliolos ovado-lanceolados,
con borde aserrado, apice agudo y de color verde oscuro. Las flores son blanco
amarillentas, con una corola de cinco pétalos obtusos agrupados en cimas voluminosas que
despiden un aroma suave, pero no del todo agradable. Los frutos son drupas de color
purpura oscuro dispuestos en manojos colgantes con tres semillas y una pulpa jugosa
comestible (Berdonces, 2009), son pequefios y esféricos, miden de 5 a 6 mm de diametro
(Sanjinés, Ollgaard & Balslev, 2006). Las semillas miden 2 mm de largo por 1 mm de

ancho, son duras y amarillentas (Flérez et al., 2010).

Reproduccion y fenologia.

Sambucus nigra presenta hermafroditismo sexual y polinizacion entoméfila (Grajales et al.,
2015). Su reproduccion puede ser sexual mediante semillas o asexual mediante propagacion
por estacas; la primera forma de reproduccion es complicada por condiciones complejas de
letargo de las cubiertas y del embrion (Sanchez et al., 2010). Por otro lado, la reproduccién
asexual, la cual se lleva a cabo con mayor facilidad es aquella que se realiza a partir de
partes de una planta, utilizando los tejidos vegetales que conservan la potencialidad de

multiplicacion y diferenciacién celular para generar nuevos tallos y raices a partir de

12



cumulos celulares presentes en diversos érganos (Vazques, Orozco, Rojas, Sanchez &

Cervantes, 1997).

Los rebrotes de Sauco salen a los 20 o 30 dias después de sembrada, necesita de mucho
riego y luz solar, crece rapido y prefiere los suelos humedos y semihimedos, aunque
soporta suelos arcillosos (Florez et al., 2010), se adapta muy bien en zonas de bosques
himedos, resiste a heladas de 15 a 20°C y rangos de precipitacion medios de 2000 a 4000

mm por afio (Grajales et al., 2015).

Figura 1. Sambucus nigra. (a) vista general, (b) detalles de las hojas, (c) detalles
de la inflorescencia, (d) detalles de la corteza.
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Etnobotanica.

El sauco se ha cultivado generalmente como planta alimenticia, ornamental y medicinal.
Con las flores y los frutos frescos y maduros se elaboran mermeladas, jarabes, tés y vinos,
ademas bufiuelos y otros productos horneados (Mathé, 2013). Es importante saber que los
frutos deben ser consumidos en estado de madurez avanzada, ya que estados previos o
demasiado verdes originan toxicidad. Las semillas producen indigestion a pesar de la
madurez del fruto, razon por la cual no se debe exagerar en el consumo directo del fruto
fresco (Sanchez et al., 2010). Las hojas son insecticidas y frotadas sobre la piel repelen las
moscas. Las formas de uso medicinal recomendadas son decoccion e infusion. Se usa como
diaforético, diurético, béquico, laxante, calmante, purgante, expectorante, antiinflamatorio,
antiespasmaddico, emoliente, emético entre otros. Ademads, para lavar hematomas,
contusiones, torceduras, eczemas y otras alteraciones de la piel como heridas, quemaduras,
escaldaduras, forunculos y hemorroides (Fonnegra & Jiménez, 2007). También se usa para
tratar el estrefiimiento, la conjuntivitis, los resfriados, los nervios, ayuda a curar infecciones

de la garganta y alivia el dolor de cabeza leve (Mathé, 2013; Fonnegra & Jiménez, 2007).
Composicion Quimica.

Las flores de sauco contienen flavonoides (rutina, isoquercitrina, kaempferol), aceite
esencial, mucilagos, acidos fenilcarboxilicos (caféico, clorogénico, p-cumarinico), trazas de
sambunigrina, acidos terpénicos (ursélico, oleandlico) y fitosteroles. Los frutos tienen
antocianosidos (sambucina, sambucianina), trazas de aceite esencial; flavonoides (rutina,
isoquercitrina, hiperoxido), taninos, azlcares reductores, pectina, &cido citrico, acido
malico y vitamina C. Las semillas contienen sambunigrina y prunasina (Fonnegra &

Jiménez, 2007). Las hojas contienen alcaloides (sambucina), glucésidos cianogénicos

14



(sambunigrina), aldehidos glicolicos, caroteno y vitamina C. La corteza fresca contiene
alcaloides (sambucina); triterpenos, colina, aceite esencial, acido viburnico y sambunigrina

(Berdonces, 2009).
Microorganismos Utilizados Para Determinar Actividad Antimicrobiana
Escherichia coli.

Es una bacteria gramnegativa, en forma de bacilo, con capsula y flagelo, es anaerobia
facultativa con un tipo de metabolismo que es tanto fermentativo como respiratorio. E. coli
es un miembro de la familia Enterobacteciaceae (Torres, Arenas & Martinez, 2010),
fisiologicamente es versatil y bien adaptada a las caracteristicas de sus habitats
(Wiwanitkit, 2011). Puede crecer en presencia 0 ausencia de O2; podra crecer por medio de
respiracion anaerobica o de fermentacion, produciendo una mezcla de acidos y gas como
productos finales. La bacteria ademas, puede crecer en medios con glucosa como el Unico

constituyente organico (Rivas, Mellor, Gobus & Fegan, 2015).

Las cepas de E. coli son un importante habitante del intestino grueso, son parte de la
microbiota esencial que mantiene la fisiologia del hospedador saludable. Se encuentran
ampliamente distribuidas en el intestino de humanos, en una amplia variedad de animales e
incluso en plantas (Donnenberg, 2013). Aunque la mayoria de las cepas de E. coli no se
consideran patogenas, pueden llegar a ser patdgenos que causan infecciones en
hospedadores inmunocomprometidos (Riveros & Ochoa, 2015; Rodriguez & Angeles,

2002; Torres et al., 2010; Rivas et al., 2015).
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Staphylococcus aureus.

Actualmente, el género Staphylococcus comprende méas de 50 especies. Estas pequefias y
resistentes bacterias son habitantes normales de la piel y las membranas mucosas en
muchas especies de animales incluyendo los humanos (Grace & Fetsch, 2018). Las
bacterias de este género son cocos (bacterias de forma esférica) grampositivas de 0,5 a 1,5
um de didmetro, que se agrupan de forma irregular, son inmdviles, anaerobias facultativas,
no forman esporas y generalmente no poseen capsula. La principal caracteristica que
diferencia a S. aureus de las demas especies del genero es la produccion de la enzima
coagulasa que permite a la bacteria coagular el plasma. Se considera que S. aureus es la
especie mas importante de todo el género en patologia infecciosa en humanos (De Cueto &
Pascual, 2009).

Candida albicans.

Es una levadura grampositiva, sin capsula, de paredes delgadas, de forma ovalada a
redonda con un conjunto de cromosomas diploides. Se multiplica por gemacion lateral,
posee hifas septadas pero también puede aparecer en forma de levadura, esta capacidad del
hongo se conoce como dimorfismo (Salomon, Felk & Schéfer, 2004).

Esta especie es la responsable del 70 al 80% de las candidiasis. Aparece como saprofito
colonizando la orofaringe hasta en un 50% de la poblacién y la mucosa vaginal hasta en un
25% de mujeres asintomaticas (Palacio, Mollet & Gracia-Patos, 2006). C albicans también
se encuentra en al menos 58 especies de animales, incluyendo primates, mamiferos

domesticos y silvestres y aves (Berger, 2018).
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Los microorganismos anteriormente descritos se utilizaron en el presente estudio debido a
que pueden representar implicaciones clinicamente severas en pacientes sanos e
inmunocomprometidos (Rivas et al., 2015). Esto se ve favorecido debido a que son de facil
diseminacion por encontrarse tipicamente en la piel, en las ufias y las mucosas (boca, nariz)
para el caso de S. auresus y C. albicans (Grace & Fetsch, 2018; Palacio et al., 2006) y en el
tracto digestivo para el caso de E. coli. Dichos microorganismos pueden infectar organos y
causar enfermedad sistémica que puede concluir en la muerte (Del campo Castro, Chaidez,
Carrasco & Valdez, 2004). Segun Sé&nchez et al (2008) y Tacconelli & Magrini (2017)
microorganismos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus son resistentes a varios
tipos de antibidticos, razén por la cual es importante y necesaria la investigacion con
respecto a estos, puesto que se debe ejercer un control sobre ellos para el mantenimiento de

la salud humana y en animales.

Metabolitos En Las Plantas

El metabolismo se constituye del conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un
organismo. La mayor parte del carbono, del nitrogeno y de la energia termina en moléculas
comunes a todas las células: aminodcidos, nucleotidos, azlcares y lipidos o también
llamados en su conjunto metabolitos primarios, se encuentran siempre presentes y
desempefiando las mismas funciones puesto que son necesarias para el funcionamiento
celular y el de los organismos. Las plantas destinan también una cantidad significativa del
carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas
organicas que no parecen tener una funcién directa en procesos vitales como la fotosintesis,

respiracion, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos, sintesis de proteinas,
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carbohidratos o lipidos y que se denominan metabolitos secundarios o productos naturales
(Avalos & Pérez-Urria, 2009).

Los metabolitos secundarios difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos
grupos presentan una distribucién restringida en el reino vegetal, es decir, no todas esas
moléculas se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias
cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un
determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies (Avalos &
Pérez-Urria, 2009, p. 119). La sintesis de estas sustancias quimicas depende de la etapa de
desarrollo de la planta y sus niveles constitutivos solo se incrementan como parte de la
respuesta al estrés abidtico o bidtico (Sepulveda, Porta, & Rocha, 2003). Algunos
metabolitos secundarios tienen funciones ecoldgicas especificas, muchos son pigmentos
que proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccién
debido a que atraen insectos polinizadores, 0 animales que van a utilizar los frutos como
fuente de alimento, contribuyendo de esta manera a la dispersion de semillas. Otros
intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferente patdgenos, o
confieriendo funcién protectora frente a predadores, proporcionando a la planta sabores
amargos y haciéndolas venenosas (Avalos & Pérez-Urria, 2009, p. 120).

Para clasificar los metabolitos secundarios se han utilizado criterios como la estructura
quimica, el origen biogenético, la accion bioldgica y la actividad farmacologica. Segun su
estructura se agrupan en cuatro clases principales: terpenos, compuestos fenolicos,
glicosidos

y alcaloides.
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Terpenos.

Los terpenos o terpenoides constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios,
suelen ser insolubles en agua y derivan de la union de unidades de isopreno (5 &tomos de
carbono). De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de isopreno
gue contienen en monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y tetraterpenos. La
ruta biosintética (Fig 2) de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como
secundarios de gran importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas (Avalos
& Pérez-Urria, 2009).

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas Yy fragancias
en alimentacion y cosmeética, o por su importancia en la calidad de productos agricolas.
Otros tienen importancia medicinal por sus propiedades anticarcinogenicas, antiulcerosas,
antimalariales, antimicrobianas, entre otras (Avalos & Pérez-Urria, 2009, p. 125).

Compuestos fenolicos.

Las plantas sintetizan una gran variedad de sustancias que reciben el nombre de
compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, una
estructura aromatica con uno o varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos (Avalos &
Pérez-Urria, 2009).

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que comprende
desde moléculas sencillas como los &cidos fenolicos hasta polimeros complejos como las
quinonas fendlicas, cumarinas, lignanos, estilbenos, ligninas, taninos y flavonoides (Azcén
& Talon, 2000).

Segln Shahidi & Naczk, (2004) los fenoles tienen accion como antibidticos, pesticidas

naturales, agentes protectores de rayos UV vy aislantes en las paredes celulares. Este grupo
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de sustancias quimicas ha generado gran interés debido a sus propiedades antioxidantes, su
participacion en procesos sensoriales de los alimentos naturales y procesados, ademas de
sus posibles aplicaciones benéficas para la salud humana, tales como el tratamiento y
prevencion del cancer, enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter
inflamatorio (citado en Porras et al., 2009, p. 122).

Glicosidos.

Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su nombre hace referencia al
enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de azlcar se condensa con otra que
contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de glicdsidos de particular interés:
saponinas, glicosidos cardiacos y glicosidos cianogénicos (Avalos & Pérez-Urria, 2009).

Las saponinas se encuentran como glicésidos esteroideos, glicésidos esteroideos alcaloides
o bien glictsidos triterpenoides que contienen una 0 mas moléculas de azlcar en su
estructura. Se pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azlcar (el terpeno sin el
azucar, por ejemplo), en cuyo caso se denominan sapogeninas. La adicion de un grupo
hidrofilico (azlcar) a un terpenoide hidrofébico da lugar a las propiedades surfactantes o
detergentes similares al jabén que presentan las saponinas. Los glicosidos 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, o su analogo
digoxina, aislada de Digitalis purpurea y utilizada como medicamento en el tratamiento de
la insuficiencia cardiaca congestiva. Los glicésidos cianogenicos son compuestos
nitrogenados que tienen un papel protector en algunas especies frente a herbivoros. Estos

no son téxicos por si mismos, pero se degradan cuando la planta es aplastada liberando

20



sustancias volatiles tdxicas como cianuro de hidrogeno (HCN). El cianuro de hidrégeno es
una toxina de accién rapida que inhibe metaloproteinas como la citocromo oxidasa, enzima
clave en la respiracion mitocondrial (Avalos & Pérez-Urria, 2009, p. 137).

Alcaloides.

Los alcaloides son moléculas organicas de caracter basico mas o menos complejas que
tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo de
nitrégeno en la molécula y exhiben actividad bioldgica. Se sintetizan de aminoacidos o de
sus derivados inmediatos y son sustancias con cierta toxicidad, preferentemente activas
sobre el sistema nervioso central (Azcon & Talon, 2000).

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicologicas la mayoria de
ellas consecuencia de su interaccion con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los
alcaloides son muy téxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico
como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos, por lo anterior, son

de gran interés para la industria farmacologica (Avalos & Pérez-Urria, 2009).
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Figura 2. Esquema general de la biosintesis de metabolitos primarios y secundarios en plantas. Tomado de
(Leyva, Navarro-Tovar, Loredo & Santos-Diaz, 2011).

Determinacion De La Capacidad Antioxidante

Los antioxidantes naturales presentes en las plantas han cobrado gran interés en las ultimas
dos décadas puesto que el estrés oxidativo (un desbalance entre las sustancias oxidantes y
prooxidantes) esta implicado en un gran nimero de afecciones de la salud. Se ha

demostrado que el dafio oxidativo causado por los radicales libres esta relacionado con una
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amplia gama de enfermedades y desordenes incluyendo: fallo cardiaco, inflamaciones,
cataratas, entre otros (Youngson, 2003). Ademas, existe la hipétesis de que el dafio
oxidativo permanente esta vinculado al proceso de envejecimiento. Por ello, el suministro
de antioxidantes exdgenos podria ser una alternativa importante en la prevencion vy
tratamiento de diferentes enfermedades (Montoya et al., 2003).

Por otro lado, un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de
los radicales libres mediante la liberaciéon de electrones, los cuales son captados por los
radicales libres, estos debilitan su accion y a la vez cumplen una funcion preventiva
(Bacallao- Garcia, Rojo, Garcia & Sanchez, 2001).

Captacion de radicales DPPH.

El compuesto 2,2—difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es un radical estable que presenta una
intensa  coloracion violeta. En este ensayo el radical es reducido por
antioxidantes/compuestos reductores a la correspondiente hidracina que es de color
amarillo palido (Magalhaes, Costa, Galarda & Cogo, 2001). Dicho cambio de color hace
posible el uso de este compuesto para realizar analisis por espectrofotometria en la region
del visible. En el ensayo se determina la concentracion inicial de DPPH y la concentracion
resultante una vez que se ha afiadido el posible antioxidante, de forma que una disminucion
de la absorcion se traduce en una disminucion de la concentracion de DPPH (Antolovich,
Prenzler, Patsalides, McDonald & Robards, 2002).

Como control positivo para el ensayo de captacion de radicales DPPH se utiliza
Hidroxitolueno butilado (BHT). Este es un fenol alquilado que se utiliza como antioxidante

en alimentos (National organic standards board technical advisory panel, 2002).
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ANTECEDENTES

Avancini, Dall’Agnol, Wiest, Haas & Poser, (2008) analizaron el extracto acuoso de 17
especies de plantas, incluyendo Sambucus nigra (hojas) contra Staphylococcus aureus y
Salmonella choleraesuis. La actividad antibacteriana fue evaluada mediante técnicas de
dilucidn en serie, los resultados fueron expresados como “Dilucién de la bacteria inhibida”
y “Dilucion de la bacteria inactiva”. Los autores encontraron que el extracto acuoso de
Sambucus nigra fue efectivo contra ambos microorganismos, para unidades formadoras de

colonias de S. aureus mostr6 inhibicion de 3.1x108 e inactivacion de 3.1x10’.

Mohammadsadegui, Malekpour, Zahedi, & Eskandari (2013) evaluaron el extracto
metandlico de bayas de sauco mediante el método de dilucion en agar, en bacterias
grampositivas, bacterias gramnegativas y una levadura. El material vegetal fue colectado en
las llanuras y selvas de Malayer y Hamadan en Irdn. Las cepas que utilizaron fueron:
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi y Candida albicans. Para probar la actividad antimicrobiana llevaron a
cabo el método utilizado por Collins, Lyne & Grang (1995). Encontraron que el extracto
crudo de sauco mostré efectos antimicrobianos en todos los organismos de prueba e inhibi6
el crecimiento de B. subtilis, S. aureus, Pseudomonas aeuriginosa, Samonella typhi y
Escherichia coli, sin embargo, resulté mas efectivo en la inhibicion del crecimiento de

Candida albicans.

Ramirez-Rueda, Mojica, & Espitia (2015) evaluaron la actividad antibacteriana de extractos

metandlicos y diclorometanicos de plantas provenientes del area rural de Soraca Colombia
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contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). Como metodologia
realizaron un estudio experimental en el cual aplicaron 16 tratamientos (extractos)
provenientes de 7 plantas, incluyendo Sauco (hojas). Sambucus nigra presento
concentracion minima inhibitoria (CMI) sobre SARM de 1,25 mg/mL. Concluyeron que la
diversidad de metabolitos en esta planta es suficientemente grande para seguir realizando

estudios cuyo objeto sea hallar moléculas con actividad antibacteriana.

Rodriguez, Zarate & Sanchez (2017) analizaron la actividad antimicrobiana de cuatro
variedades de plantas frente a patégenos de importancia clinica en Colombia. Evaluaron los
extractos crudos etandlicos de Bauhinia sp, Sambucus nigra, Eichhornia crassipes y
Taraxacum officinale frente a Enterococcus faecium resistente a vancomicina,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae con presencia de KPC, Providencia
rettgeri con presencia de ESBLs, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus [ lisina y Candida albicans. Utilizaron el
protocolo de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar del Clinical and
Laboratory Standars Institute (CLSI, 2014). Los autores emplearon hojas, tallos, flores y
bayas de Sambucus nigra, encontraron que S. nigra fue efectivo para inhibir el crecimiento
de Candida albicans hasta una concentracion de 250 pg/ul y que, dependiendo de la parte

de la planta analizada, esta presentaba una inhibicion diferente frente a cada patogeno.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Organizacion Mundial de la Salud (2001) establece que el aumento de la resistencia de
microorganismos a tratamientos antibacterianos resulta un problema de salud pablica que
involucra a todos los paises e impacta tanto en el costo de la atencion de la salud, como en
la pérdida de eficacia de ciertos tratamientos, aumenta el sufrimiento humano, contribuye a

la pérdida de productividad y, a menudo, a la mortalidad.

La resistencia a los antimicrobianos es un fenédmeno biolégico natural. Cada vez que se ha
puesto en uso un nuevo agente antimicrobiano en el ambito clinico, el laboratorio ha
detectado cepas de microorganismos resistentes al mismo, es decir, cepas que pueden
reproducirse en presencia de concentraciones mayores del farmaco de las que se administra
a las personas en dosis terapéuticas. Este tipo de resistencia puede resultar de una
caracteristica de toda la especie o presentarse entre cepas de especies que por lo general son
sensibles, pero desarrollan resistencia por mutacion o transferencia genética. Los genes
resistentes codifican varios mecanismos por medio de los cuales los microorganismos
pueden resistir los efectos inhibitorios de agentes antimicrobianos especificos. Tales
mecanismos también generan resistencia a otros antimicrobianos de la misma clase y, a
veces, a muchos compuestos de diferentes clases. La causa principal de la resistencia a
antimicrobianos surge de la combinacion del uso excesivo que se observa en muchas partes
del mundo, especialmente en los casos de infecciones sin importancia, del uso incorrecto
por falta de acceso a tratamiento apropiado y de la subutilizacion debido a la falta de
recursos financieros para completar los tratamientos. Aunque es dificil calcular
cuantitativamente el impacto total de la resistencia en la salud, hay datos de reciente

publicacion que sefialan que la morbilidad y la mortalidad aumentan cuando se retrasa la
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administracion de tratamientos eficaces para las infecciones causadas por agentes
patdgenos resistentes. La prolongacion de las enfermedades y la hospitalizacion de los
pacientes con infecciones resistentes, sumados a otros procedimientos y medicamentos que

podria ser necesario administrar, conllevan repercusiones econémicas (OMS, 2001).

El desconocimiento sobre plantas con alto potencial de actividad bioldgica resulta en
impedimento para la implementacién de nuevos y efectivos medicamentos que ejerzan
control sobre microorganismos patdgenos y ayuden a mejoramiento de la salud humana. Es
por ello, que la OMS (2016) ha planteado como estrategia mundial y plan de accion sobre
salud publica para contener la resistencia a los antimicrobianos, estimular la investigacion
para mejorar la comprension de la problematica, y para el propicio desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos. Atendiendo a dicha problematica, este estudio se baso en la
siguiente pregunta de investigacion ¢Posee actividad microbioldgica el extracto etandlico
de hojas de Sambucus nigra contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida

albicans?.
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JUSTIFICACION

Desde la antigiiedad nuestros antepasados descubrieron que las plantas medicinales
representan un valioso recurso para tratar enfermedades (Mufioz, 2002; Russi, Hernandez
& Lopez, 2006). EIl sauco es una planta medicinal de amplia utilizacion principalmente en
el uso tradicional que se le da (Arango, 2004; Grajales et al., 2015), sin embargo, la
informacion de caracter cientifico sobre esta es atn incompleta. Por dicha razon, el presente
estudio: Analisis fitoquimico preliminar y actividad bioldgica del extracto etandlico de
hojas de Sambucus nigra (sauco) pretende contribuir al aumento de conocimiento respecto
a la actividad antimicrobiana de la planta frente a microorganismos patdgenos de
importancia clinica como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans, y

ademas, aportar al conocimiento sobre la capacidad antioxidante que presenta dicha planta.
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OBJETIVOS

General

e Determinar los principales metabolitos secundarios y la actividad bioldgica del

extracto etanolico de hojas de Sambucus nigra (Sauco).
Especificos

e Caracterizar mediante el analisis fitoquimico preliminar los metabolitos secundarios

del extracto etanolico de hojas de Sambucus nigra.

e Determinar la capacidad antioxidante del extracto etandlico de hojas de Sambucus
nigra.

e Evaluar la actividad bioldgica del extracto de Sambucus nigra frente a Escherichia

coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans.
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METODOLOGIA

Materiales

Material vegetal.

El material vegetal de hojas de Sambucus nigra fue colectado en la vereda Planadas
ubicada en el municipio de Calarca, Quindio, en coordenadas 4° 29’ 13> Ny 75° 36°16”’
O, a los 2095 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m). Segun la Corporacion autonoma del
Quindio, CRQ (2006), el municipio de Calarca esta situado en el sector oriental del
Departamento del Quindio, sobre el flanco occidental de la Cordillera Central con alturas
sobre el nivel del mar que varian entre 1.000 m s.n.m. en la confluencia de los rios Quindio
y Barragan para la conformacion del rio La Vieja y 3.640 m s.n.m. en el Alto del
Campanario perteneciente a la vereda EIl Tunel. EI municipio limita al norte con Salento,
Quindio, al oriente con Cajamarca, Tolima, al occidente con Armenia y La Tebaida,

Quindio, y al sur con Cordoba, Buena Vista, Pijao y Caicedonia, Quindio y Valle.

Para la correcta identificacion de la planta y su debido registro, se llevé al herbario de la
Universidad del Quindio (HUQ), en donde qued6 el montaje con su correspondiente cédigo

de ingreso (Anexo 1).

Material biolégico.

Para realizar el bioensayo de actividad antimicrobiana se utilizaron los siguientes
microorganismos: Escherichia coli ATCC-25922 Staphylococcus aureus ATCC-29213 y
Candida albicans ATCC-28516 proporcionados por el Grupo de Investigaciones en

Ciencias Bésicas y Educacion (GICBE) de la Universidad del Quindio.
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Métodos

Obtenciodn del extracto.

Se tomé 100g de material vegetal seco y molido el cual fue sometido durante 72 horas a
extraccion mediante lixiviacion con 500 mL de etanol al 96%. Posteriormente se realizo
separacion de clorofilas mediante precipitacion con una disolucion de etanol (96%) — agua
destilada en la proporcion 1:7 respectivamente, esta se agregd en igual volumen al extracto
obtenido, luego se filtrd al vacio para separar completamente las clorofilas. El extracto
filtrado se concentrd en un rotaevaporador a 36° y 70 r.p.m. Finalmente para conservarlo se
procedid a secar en cajas de Petri en un horno a 37°C. Luego de estar completamente seco

se almaceno en refrigerador.

Caracterizacion fitoquimica preliminar.

Los ensayos para caracterizacion fitoquimica se realizaron en el laboratorio de Bioquimica
y Genética ubicado en el blogue de Ciencias de la Salud de la Universidad del Quindio.
Para realizar la caracterizacion fitoquimica preliminar se siguié la metodologia descrita por
Bilbao-Rodiguez (1997). Se realizaron ensayos cualitativos al extracto etanolico crudo para

los nucleos fitoquimicos expuestos en la tabla 2. Cada prueba se realizé por triplicado.

Los resultados se expresaron utilizando el Sistema no paramétrico de cruces.

Tabla 1. Parametros cualitativos para la evaluacién de los metabolitos secundarios.

INTENSIDAD SIGNIFICADO
+++ Abundancia del metabolito
++ Presencia del metabolito
+ Escasez del metabolito

- Ausencia del metabolito
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Tabla 2. Pruebas colorimétricas utilizadas para caracterizacion fitoquimica preliminar.

NUCLEO PRUEBA RESULTADO
FITOQUIMICO POSITIVO

Alcaloides Dragendorff Precipitado marron

Fenoles Tricloruro férrico 2% Verde

Flavonoides Shinoda Naranja, rojo, rojo azulado,
violeta

Glucotsidos Molish Anillo violeta

Saponinas Reaccion de la espuma Abundante espuma que se
mantiene

Taninos Tricloruro férrico al 1% Azul, verde

Terpenos-esteroides Liebermann- Burchard Azul, verde azulado, rojo,

rosa o violeta

Para caracterizacion fitoquimica mediante cromatografia en capa fina se utilizo el extracto
crudo, como fase estacionaria Silica gel (60HF254) Merck, los eluyentes, reveladores y
patrones utilizados se muestran en la tabla 3 y 4 respectivamente. A las bandas obtenidas se

les calculd el correspondiente factor de retencién (Rf) a través de la siguiente férmula:

Rf= Distancia recorrida por el soluto
Distancia recorrida por el solvente.
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Tabla 3. Eluyentes usados para caracterizacién fitoquimica mediante cromatografia en capa fina.

NUCLEO ELUYENTE COMPOSICION  REFERENCIA
FITOQUIMICO (% en volumen)
Alcaloides Cloroformo-metanol 80:20 (Wagner y Bladt S,
2001)
Flavonoides Acetato de etilo-acido 100:11:11:26 (Wagner y Bladt S,
férmico-acido acético- 2001)
Agua
Terpenoides Eter isopropilico- 19:1 (Rodriguez-
Acetona Bilbao, 1997)
Fenoles Butanol-Acido acético- 4:1:5 (Duenias, Naranjo y
agua Araujo, 2009)
Esteroides Benceno-Cloroformo 9:1 (Rodriguez-
Bilbao, 1997)

Tabla 4. Patrones y reveladores utilizados en cromatografia en capa fina para deteccion de metabolitos

secundarios.

NUCLEO
FITOQUIMICO
Alcaloides
Flavonoides

Terpenoides

Fenoles

Esteroides

REVELADOR

R. Dragendorff
R. Tricloruro férrico
R. Vainillina &cido
ortofosforico
R. Tricloruro férrico

R. Liebermann Burchard

PATRON

Quinina
Catequina

Alcanfor

Acido tanico

Colesterol
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Determinacion de la capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante del extracto fue determinada mediante captacién del radical libre
estable 2,2- difenil-1-picrilhidracil (DPPH) aplicando la metodologia descrita por Gunjan et
al, (2009). Para este ensayo se prepararon las concentraciones: 100pg/mL, 50 pg/mL, 25
pug/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL y 1,56 pg/mL de extracto crudo en metanol. A 1 mL de
estas soluciones se adicion6 0,5ml de DPPH al 0,2mM en metanol y se mezclaron. La
mezcla se incubd a 25°C durante 40 minutos en oscuridad y se procedié a leer la
absorbancia a 517nm. Como blanco se utilizo0 metanol y como control positivo
Hidroxitolueno butilado (BHT) en metanol a las mismas concentraciones del extracto. El
control negativo fue 0,5 mL de solucion DPPH mas 1mL de metanol. El ensayo se realizd

por triplicado.

Los resultados se analizaron de acuerdo al porcentaje de captacion de radicales DPPH, este

se calculd con base en la siguiente formula:

% de captacion de radicales DPPH= (Ac-A) x100
Ac
Donde:

Ac: es la absorbancia del control negativo

A: es la absorbancia de la muestra (con extracto o con BHT)

Actividad antimicrobiana.

El bioensayo se llevo a cabo en el Centro de Investigaciones Biomédicas “Manuel Elkin

Patarroyo” de la Universidad del Quindio.
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Para la activacion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus se utilizé Agar Nutritivo, y
para Candida albicans Sabouraud Dextrosa. Posteriormente se sembraron en Caldo
Infusion Cerebro-Corazén (BHI) se dejaron incubando a 37°C en agitacion constante
durante 12 h. Las diluciones del extracto crudo (500 pg/mL, 125 pg/mL y 31,25 pg/mL) y
los antibidticos ketoconazol y cloranfenicol (500 pg/mL) se prepararon con Dimetil
sulfoxido (DMSO) al 50% diluido en agua destilada. Para el ensayo se utilizé el método de
microdilucion en placa basado en la concentraciéon minima inhibitoria (CMI). Se utilizé
BHI como blanco, cultivo de cada uno de los microorganismos como control negativo,
cultivo con antibiético como control positivo para inhibicién y resazurina como agente
REDOX que permitio realizar el seguimiento de los microorganismos metabdlicamente
activos. El ensayo se realizé por triplicado. Finalmente se leyé a 600nm en Epoch cada 20

minutos.

Los resultados se procesaron en el programa Statgraphics centurion mediante un andlisis de
varianza multifactorial para relacionar la variable dependiente (comportamiento del

microorganismo) con dos o mas factores, en este caso tiempo y concentracion.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis Fitoquimico
Los ndcleos fitoquimicos encontrados en el extracto etandlico de hojas de Sambucus nigra
mediante caracterizacién fitoquimica preliminar basada en pruebas colorimétricas se
presentan en la tabla 5. Asi mismo, los nucleos detectados en cromatografia en capa fina

con sus respectivos factor de retencion (Rf) se pueden visualizar en la tabla 6.

Tabla 5. Metabolitos secundarios detectados en el extracto etandlico de Sambucus nigra mediante
caracterizacion fitoquimica preliminar.

NUCLEO RESULTADO REACCION
FITOQUIMICO
Glucosidos +++ Formacion anillo violeta
Terpenos-esteroides - No se presencid reaccién
Fenoles +++ Coloracion verde
Flavonoides ++ Coloracion naranja
Taninos ++ Coloracion verdosa
Saponinas - Ausencia de espuma
abundante

Alcaloides ++ Precipitado marrén

Convenciones: (+++) abundante; (++) presente; (+) escaso; (-) ausente.

En orden abundante se hallaron glucésidos y fenoles, también se encontraron presentes

flavonoides, taninos y alcaloides y como ndcleos ausentes saponinas y esteroides.

Tabla 6. Metabolitos secundarios detectados en el extracto etandlico de Sambucus nigra mediante
cromatografia en capa fina.

NUCLEO RESULTADO Rf
FITOQUIMICO
Alcaloides ++ 0.03-0.98
Flavonoides ++ 0.4
Fenoles ++ 0.83
Terpenoides - Np
Esteroides - Np

Convenciones: (+++) abundante; (++) presente; (+) escaso; (-) ausente. Np (no presenta)
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Figura 3. Placas cromatograficas. De izquierda a derecha: Alcaloides, Flavonoides, Terpenoides, Fenoles y
Esteroides; (E) extracto, (C) control.

Como se observa en la figura 3, luego de revelar la placa para alcaloides se destacaron 2
puntos con Rf 0,03 y 0,97 de abajo hacia arriba respectivamente. Lo anterior sugiere que el
extracto puede contener alcaloides con distinta polaridad. En el revelado para flavonoides
se observo una banda que posee un Rf de 0,4. Asi mismo, en la placa para fenoles se
evidenci6 una banda cerca del control con un Rf de 0,83. Finalmente, luego del respectivo
revelado para terpenoides y esteroides, se observé que la muestra quedd en el punto de
aplicacion, sugiriendo la ausencia de este tipo de compuestos en el extracto etanélico de

hojas de Sambucus nigra.

Los estudios reportados en la literatura sobre composicion quimica para las hojas de sauco
son pocos, sin embargo, los resultados obtenidos coinciden con los reportados por

Rodriguez et al, (2017) en la deteccion de compuestos como flavonoides y alcaloides para
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la misma parte de la planta y el mismo tipo de extracto, sin embargo, difieren en la
deteccion de saponinas y fenoles. Respecto a lo anterior, es importante recordar que la
composicion, concentracion y localizacion de los metabolitos en las plantas, puede verse
influenciada por las condiciones ambientales que les rodean. Segin Root (1967) estas
variaciones pueden actuar confiriendo un alto grado de proteccién contra factores adversos,
como son las temperaturas extremas, la sequia, los parasitos y los hervivoros (citado en

Valares, 2011).

Segun DellaGreca, Fiorentino, Monaco, Previtera, & Simonet (2000) el sauco contiene
glicosidos cianogénicos como sambunigrina, esta sustancia se encuentra en mayor cantidad
en sus hojas. Senica, Stampar, Veberic y Mikulic-Petkovsek (2016) hallaron que el
contenido de sambunigrina en el sauco cambia dependiendo de la altitud creciente. El
mayor contenido de sambunigrina fue grabado en una colina (1048 y 1077 m s.n.m.) que
tenia menor temperatura y presentaba mayor radiacion solar en comparacion con otras

altitudes.

Otras sustancias halladas en las hojas de Sambucus nigra segin Basas-Jaumandreu & De
las Heras, (2019) son Mandelonitrilo como el aleloquimico mas abundante, ésteres
metilicos de acidos grasos, ésteres n-alquilo de acido valérico, ésteres fenil metil, ésteres

fenil etil y benzoatos n- alquil, sustancias no descritas previamente para esta planta.

Capacidad Antioxidante

Segun los porcentajes arrojados (Tabla 7) el extracto etanolico de hojas de Sambucus nigra

a una concentracion de 100 pug/mL presenta un 64,8% de capacidad para captar el radical
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DPPH con respecto al control positivo y teniendo este como la méaxima capacidad de
captacion manejada en este ensayo. Este resultado se considera significativo puesto que el

porcentaje de captacion que presentd la planta supera el 50%.

Tabla 7. Porcentaje de captacion de radicales 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) del extracto etandlico de
hojas de Sambucus nigra

CONCENTRACION EXTRACTO (%) CONTROL POSITIVO (%)
(ng/ml)
100 61,6 95,1
50 45,7 93,6
25 36,7 89,5
12,25 21,2 82,8
6,25 13,4 23,3
1,56 5,4 8,9

Akhtar, Haq & Mirza (2015) después de evaluar la actividad antioxidante de 61 especies de
plantas medicinales concluyeron que dentro de las plantas que demuestran actividades
antioxidantes notablemente altas se encuentra Sambucus nigra (hojas), las cuales
recomiendan para la extraccion de compuestos antioxidantes para uso medicinal y

comercial.

Los compuestos fendlicos, especificamente los acidos fendlicos y flavonoides son
reconocidos como poseedores de actividad antioxidante (Sepulveda et al., 2003); por lo
tanto, es probable que estos metabolitos sean los que contribuyan a las propiedades

antioxidantes del extracto etanolico de hojas de Sambucus nigra.
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Actividad Bioldgica

Staphylococcus aureus.

Al analizar la representacion grafica (Fig 4) se observé que todas las concentraciones del

extracto influyen en el crecimiento del microorganismo debido a que se encuentran por

0,3 F = Concentracion
—e— 125

0,25 -1 —— 31,25
- 500

0.2 - | —— Control +
—— Control -

0,15 |- -

pg/mL

0D600nm S aureus
o
=
1
|

0,05 | %O%\ — _

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min).

Figura 4. Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus sometido a tres concentraciones del extracto
etandlico de Sambucus nigra, cloranfenicol a 500 pug/mL (control +) y sin estos (control -).

debajo de la absorbancia marcada para el control negativo (crecimiento normal de la
bacteria). Sin embargo, se observo que las concentraciones 31,25 pg/mL y 125 pg/mL
tienen menor influencia que la concentracion 500 pg/mL, la cual se comporta a la par del
control positivo el cual presentaba la misma concentracion. La concentracidbn minima
inhibitoria del extracto etandlico de Sambucus nigra contra Staphylococcus aureus no se
determind en este trabajo puesto que, al finalizar el tiempo establecido para el ensayo, el

comportamiento del microorganismo se percibi¢ estable.

En el andlisis de varianza (Anexo 2) los factores concentracion y tiempo arrojaron

resultados estadisticamente significativos, esto debido a sus valores P= 0,00001 para
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ambos. A nivel de interaccion entre el comportamiento de Staphylococcus aureus y los
factores tiempo y concentracion el resultado también fué estadisticamente significativo,
presentando un valor P= 0,0013. Esto se traduce en que el crecimiento del microorganismo
se vio influenciado por el tiempo que durd el ensayo, y las concentraciones del extracto a

las que fué sometido.

Al comparar los resultados con los reportados por (Ramirez-Rueda et al., 2015) los cuales
obtuvieron dos tipos de extracto de hojas de Sambucus nigra (metandlico, y
diclorometanico) y a los cuales evaluaron la actividad antibacteriana sobre Staphylococcus
aureus mediante el método de microdilucion se encontrd que el extracto metanolico no
generd inhibicion en la bacteria, por su parte el extracto diclorometanico inhibio el
crecimiento del microorganismo en las concentraciones de 10mg/ml, 5mg/ml, 2,5 mg/ml y
1,25 mg/mL, las cuales representan concentraciones demasiado altas en contraste con las

utilizadas en este trabajo.

Para estudiar mejor el comportamiento de Staphylococcus aureus frente al extracto
etandlico de hojas de Sambucus nigra se sugiere evaluar por mas tiempo/concentracion
dicho ensayo, debido a los resultados arrojados con la mayor concentracion durante los

Gltimos 40 minutos.

Escherichia coli.

Al analizar la representacion grafica (Fig 5) se observé que todas las concentraciones del
extracto influyen en el crecimiento del microorganismo debido a que se encuentran por
debajo de la absorbancia marcada para el control negativo (crecimiento normal de la

bacteria). Sin embargo, la concentracion 31,25 pg/mL no muestra un efecto considerable a
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diferencia de la concentracion 500 pg/mL que se comporta de manera similar al control
positivo. La concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de Sambucus nigra
contra Escherichia coli no se determind en este trabajo puesto que, al finalizar el tiempo
establecido para el ensayo, el crecimiento del microorganismo sometido a la mayor

concentracién tiende a aumentar.
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Figura 5. Curva de crecimiento de Escherichia coli sometido a tres concentraciones del extracto etanolico de
Sambucus nigra, cloranfenicol a 500 pg/mL (control +) y sin estos (control -).

En el analisis de varianza (Anexo 2) los factores tiempo y concentracion y la interaccion
entre el comportamiento de Escherichia coli y los factores ya mencionados arrojaron
resultados estadisticamente significativos, esto debido a sus valores P= 0,00001 para los
tres. De igual manera que en el anterior microorganismo, las concentraciones del extracto
etandlico de Sambucus nigra y el tiempo que abarco el ensayo influyeron en el crecimiento

de Escherichia coli.

Los resultados hallados para E. coli, son similares a los reportados por Rodriguez et al.,

2017) puesto que el extracto etanolico de hojas de Sambucus nigra que evaluaron no fue
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efectivo contra la bacteria debido a que presenté un halo de inhibicion de 9 mm a una
concentracion de 1000 pg/uL (la mas alta evaluada). Para estudiar mejor el
comportamiento de E. coli, frente al extracto etandlico de hojas de Sambucus nigra, se
recomienda realizar el ensayo por mas tiempo del determinado en este trabajo, y ademas

evaluar la actividad a una concetracion mayor.
Candida albicans.

Al analizar la representacion grafica (Fig 6) se observd que todas las concentraciones del
extracto influyen en el crecimiento del microorganismo debido a que se encuentran por
debajo de la absorbancia marcada para el control negativo (crecimiento normal de la
bacteria). Sin embargo, la concentracién de 500 pg/mL tiene una fuerte influencia en el
crecimiento del microorganismo con respecto al control positivo. La concentracion minima
inhibitoria del extracto etandlico de Sambucus nigra contra Candida albicans se determiné
en este trabajo, debido a que a la concentracion de 500 pg/mL disminuye drasticamente el

crecimiento del microorganismo.
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Figura 6. Curva de crecimiento de Candida albicans sometido a tres concentraciones del extracto etanélico
de Sambucus nigra, ketoconazol a 500 pg/mL (control +) y sin estos (control -).



En el analisis de varianza (Anexo 2) los factores tiempo y concentracion y la interaccion
entre el comportamiento de Candida albicans y los factores ya mencionados, los resultados
fueron estadisticamente significativos, presentando al igual que en Escherichia coli valores
P= 0,00001 para los tres. De igual forma que en los dos microorganismos anteriores, el

crecimiento de C. albicans se vi6 influenciado por los factores trabajados.

Estudios realizados demuestran que metabolitos tales como terpenoides, alcaloides,
flavonoides, taninos, y otros compuestos de naturaleza fendlica son responsables de las
actividades antimicrobianas en plantas superiores (Pandey, 2007; Mahomoodally, Gurib-

Fakim & Subratty, 2005).

Los flavonoides por tener en su estructura quimica un namero variable de grupos hidroxilo
penetran facilmente a través de la membrana celular, se combinan y precipitan las proteinas
protoplasmaticas desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos
(Puupponen et al., 2001). Estos flavonoides provocan la muerte bacteriana al inhibir la
sintesis de ADN o ARN, debido a que tienen una estructura plana similar a la de las bases
puricas y pirimidicas; por lo tanto, se pueden intercalar formando puentes de hidrogeno con
las bases de la doble hélice y de esta forma las flavonas alteran la estructura tridimensional
de los acidos nucleicos, impidiendo su adecuada sintesis; ademas, de provocar errores de
lectura durante la transcripcion (Cushnie & Lamb, 2005). Asi mismo, los taninos incluyen,

la posible inhibicion de las enzimas microbianas extracelulares (Akiyama, 2001).
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CONCLUSIONES

El extracto etanolico de hojas de Sambucus nigra contiene metabolitos secundarios como

glicosidos, fenoles, flavonoides, taninos y alcaloides.

Los componentes encontrados en las hojas de Sambucus nigra poseen una significativa

capacidad captadora de radicales DPPH.

Los resultados de actividad antimicrobiana del extracto etanolico de Sambucus nigra contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans fueron estadisticamente
significativos, lo cual se traduce en que el tiempo establecido para el ensayo y las
concentraciones a las cuales fueron sometidos los microorganismos influyd en el

comportamiento de los mismos.

El extracto etandlico de hojas de Sambucus nigra presenta actividad antifangica similar a la

de un antibidtico genérico a una concentracion de 500 pg/mL.
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RECOMENDACIONES

Realizar al extracto etandlico de hojas de Sambucus nigra el debido fraccionamiento para

discernir sobre la presencia de otros metabolitos secundarios.

Evaluar la actividad citotoxica del extracto etanolico de hojas de Sambucus nigra, debido a

la posible presencia del compuesto sambunigrina.

Encaminar investigaciones dirigidas a la basqueda del compuesto activo para inhibicion de

Candida albicans para posibles usos en la medicina.
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ANEXOS

Anexo 1. Carta confirmacion de deposito de material vegetal al Herbario de la Universidad
del Quindio (HUQ).

UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO

Armenia, 23 de septiembre de 2019

Doctora
Nelsy Loango Chamorro
Universidad del Quindio
Armenia

ASUNTO: Depésito de Material Vegetal

Cordial Saludo,

Comedidamente me permito informarle que se deposité en el Herbario Universidad del Quindio
(HUQ), la muestra vegetal que se relaciona a continuacién producto de la investigacion titulada
Analisis fitoquimico y actividad biologica del extracto etandlico de hojas de Sambucus nigra (sauco),
la cual ingreso a la coleccion bajo la siguiente informacion:

Nombre cientifico: Sambucus nigra
Familia: Adoxaceae
Cadigo Ingreso HUQ: 038726

Cadigo Barras: 032443

No. 002

Agradezco su atencion.

Atentamente,
(Cadcaa . O
AN DARIO G Fl L NDRES FELIFE OROZCO C.
Director Curador Herbario HUQ.

Centro de Estudios e Investigaciones en Biodiversidad (CIBUQ).

PERTINENTE CREATIVA INTEGRADORA

Carrera 15 Calle 12 Nocte Tt (S7) 6 7 35 8300

56



Anexo 2. Analisis de varianza multifactorial (ANOVA)

Anélisis de varianza para Staphylococcus aureus

Fuente Suma de Df Cuadrado F-Ratio |Valor P

cuadrados medio

PRINCIPALES EFECTOS

A:Concentracion 0,360153 4 0,0900383 142,00 0,00001
B:Tiempo 0,0679009 6 0,0113168 17,85 0,00001
INTERACCIONES

AB 0,038705 24 0,00161271 2,54 0,0013
RESIDUAL 0,044384 70 0,000634057

TOTAL (CORREGIDO) 0,511143 104

Anélisis de varianza para Escherichia coli

Source Sum of Squares  |Df Mean Square |F-Ratio |P-Value

MAIN EFFECTS

A:Tiempo 0,104775 6 0,0174625 84,88 0,00001
B:Concentracion 0,305097 4 0,0762742 370,76 0,00001
INTERACTIONS

AB 0,0681157 24 0,00283816 13,80 0,00001
RESIDUAL 0,0144007 70 0,000205724
TOTAL (CORRECTED) 0,492388 104

Analisis de varianza para Candida albicans

Source Sum of Squares  |Df Mean Square |F-Ratio |P-Value

MAIN EFFECTS

A: Tiempo 0,717909 6 0,119652 196,29 0,00001
B: Concentracién 1,52765 4 0,381912 626,55 0,00001
INTERACTIONS

AB 0,350992 24 0,0146247 23,99 0,00001
RESIDUAL 0,0426687 70 0,000609552

TOTAL (CORRECTED)  |2,63922 104




