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1. RESUMEN
Las enfermedades infectocontagiosas son causa importante de la morbilidad y

mortalidad en el mundo originadas por la emergencia de microorganismos resistentes
a antibioticos. Los agentes implicados en la prevalencia de estas enfermedades se
encuentran S. aureus, el cual posee caracteristicas tales como su rapida respuesta
adaptativa frente a cambios del medio y la resistencia a ciertos antibiéticos. Una
alternativa eficaz para su control son los compuestos naturales o alelopéticos, por
ejemplo, los metabolitos secundarios obtenidos de plantas. Baccharis salicifolia es una
especie que posee bioactividades significativas que se aprovechan en la medicina
popular utilizdndola como planta diurética, digestiva y antifangica; sin embargo, existen
pocos estudios sobre la composicion y compuestos activos de Baccharis. En este
trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de B.
salicifolia, sobre bacterias de importancia clinica como S. aureus ATCC 29213, S.
epidermidis ATCC 12228, S. saprophyticus salvaje, S. aureus salvaje. Los extractos
fueron obtenidos mediante EAU a diferentes tiempos y con diferentes disolventes. La
evaluacion antibacteriana se realizé por el método de difusion en agar con pozos. El
extracto con mayor actividad antibacteriana fue separado mediante CCF y CC y para
la determinacion de la CMI se utilizdé micro dilucion en agar en microplaca. Los grupos
funcionales se determinaron a partir de FT-IR. El resultado de la actividad
antibacteriana evaluado a las 24 h demostré que el extracto crudo a base de acetona
presentd inhibicion frente a bacterias del género Staphylococcus obteniendo un
85.25% sobre S. aureus ATCC 29213 con respecto a la vancomicina. La fraccion 29
purificada tuvé mayor actividad antibacteriana con respecto al extracto crudo, siendo
un 210.5% mas efectiva en comparacion con la vancomicina 30 pg. La CMI para S.
aureus ATCC 29213 es de 0.312 mg/mL, S. epidermidis ATCC 12228 es de 0.625
mg/mL, S. saprophyticus (silvestre) es de 1.25 mg/mL y S. aureus (silvestre) es de
0.156 mg/mL. A partir de la espectroscopia de FT-IR las bandas correspondientes
mostraron una gran cantidad de grupos OH unidos a enlaces C-H como los que se han
reportado estar presentes en los flavonoides. Con este estudio se demuestra que el
uso de extractos de B. salicifolia puede ser una alternativa para el control y la

eliminacién de patégenos de importancia clinica.



2. INTRODUCCION

El incremento de morbilidad y mortalidad en el mundo es un riesgo que se complica a
causa de infecciones contraidas durante la asistencia médica. En México, se calcula
que 450.000 casos de infeccidn relacionada con el ambito intrahospitalario causan 32
muertes por cada 100.000 habitantes por afio (OMS, 2014). En la actualidad la
demanda del uso inadecuado de los antibiéticos ha ocasionado que las bacterias
causantes de enfermedades nosocomiales se vuelvan resistentes a los mecanismos

de accion de los farmacos haciendo mas complicado el control de éstas.

Por otro lado, México es conocido como un pais megadiverso, ya que presenta al
menos el 10% de la diversidad terrestre del planeta (Mittermeier, et al., 1992), Ademas,
ocupa el segundo lugar a nivel mundial con 4500 plantas medicinales documentadas.
Nuestros antepasados utilizaban las plantas como remedios medicinales para aliviar
los sintomas de la poblacion. Asi mismo las plantas poseen actividad alelopatica, es
decir; la influencia directa de un compuesto quimico liberado por una planta sobre el
desarrollo y crecimiento de otra planta. Los compuestos alelopaticos pueden ser
liberados de las plantas al ambiente por medio de la exudacion de las raices,
lixiviacion, volatilizacion y descomposicion de los residuos de las plantas en el suelo
(Ebana et al., 2001).

El uso de plantas es una alternativa en el control de enfermedades infectocontagiosas
ya que poseen metabolitos secundarios que presentan actividad biologica contra

diversos microorganismos como las bacterias.

Una de estas platas es Stevia que, ademas de ser un edulcorante natural y 400 veces
mas dulce que el azticar comun posee diversas propiedades como antiinflamatorio,

antitumoral, antidiurético y antimicrobiano.

Existen algunos trabajos reportados de Stevia rebaudiana y su actividad antibacteriana
frente a Streptococcus mutans causante de la caries (Guevara, 2017). Ademas,
extractos de Stevia has mostrado actividad antibacteriana frente a bacterias Gram
negativas (E. coli, K. pneumoniae, S. typhi) (Federico et al., 2017)., Asi como se

demostr6 la actividad antibacteriana de Stevia frente a S. aureus y E. coli (Morales,



2017)., Asi mismo, extractos de Stevia rebaudiana demostraron actividad
antibacteriana frente a bacterias ambientales S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa
(Miranda et al., 2017).

Este trabajo se realizé con el fin de evaluar la actividad antibacteriana del extracto
etanodlico de Stevia rebaudiana frente a bacterias de importancia clinica, asi como la
determinacién de la CMI y la determinacién de grupos funcionales obtenidos del

extracto por espectroscopia FT-IR y UV-vis.



3. ANTECEDENTES
3.1 Labotanicay suimportancia en la actualidad

La botanica es una ciencia con gran tradicién en México que se remonta a la época
prehispanica, Tan es asi, que la botanica indigena ha sido considerada precursora de
la botanica moderna y de la botanica actual de nuestro pais, desde donde los indigenas
de diversos territorios han aportado valiosos conocimientos sobre las plantas (Barba
et al., 2015). Tomando como referencia la gran biodiversidad que hay en México, se
proponen nuevas alternativas para el control de enfermedades infectocontagiosas,
como lo es, la utilizacién de metabolitos secundarios producidos por algunas plantas.

Las plantas son productoras de un gran numero de metabdlicos de importancia
comercial, usados en las industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos, ademas
son fuentes de numerosas sustancias de interés agroquimico (Karuppusamy, 2009).
Las plantas son organismos autotrofos que, ademas del metabolismo primario
presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite
producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa, denominados
metabolitos secundarios (Avalos et al., 2009); una de sus principales caracteristicas
es su actividad bioldgica, la cual se puede utilizar con diferente finalidad, ya sea como
medicamento, insecticida, herbicida, perfume o colorante, estos son también llamados

productos naturales.

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que tiene un organismo, que se
encarga de obtener energia y todas las moléculas necesarias para dar sustentabilidad,
en este caso, a la planta, como lo son: aminoacidos, nucleétidos, azucares y lipidos
estos son denominados como metabolitos primarios, mientras que los metabolitos
secundarios de las plantas son aquellos compuestos quimicos que cumplen con
funciones no esenciales en ella, ya que no intervienen en el metabolismo primario,
pero les confieren claras ventajas selectivas, sino en las interacciones de ésta con su
medio ambiente (Badajos, 2011). Estos también pueden ser definidos como principios
activos, los cuales son responsables de una accion y un efecto, que puede ser,
terapéutico o medicinal. Los principios activos en las plantas son, en general, los

metabolitos secundarios.



Los metabolitos secundarios no tienen una funcién especifica en la planta ya que estos
son diferentes en cada especie, el ser humano ha utilizado estos metabolitos como
venenos, somniferos, perfumes, alucindbgenos, analgésicos, y antimicrobianos. Los
metabolitos mas comunes en las plantas son terpenos, saponinas, alcaloides, fenoles,
taninos, entre otros (Avalos y Pérez, 2009). Se estima que mas de 100 000 metabolitos
secundarios son producidos por las plantas (Bhalla et al., 2005). Aproximadamente 1
600 estructuras quimicas nuevas obtenidas a partir de plantas superiores se describen
cada afo, de las cuales un gran numero tiene actividad biolégica (Sajc et al., 2000).
Este hecho hace que el estudio de metabolitos presentes en gran parte de las plantas
sea un reto, generando la necesidad de utilizar tecnologias diversas para su

produccidn, caracterizacion e identificacion.
3.2 La alelopatia en las plantas

Como se sabe, la botanica es la ciencia encargada del estudio de las plantas, la cual
aprovecha y usa las propiedades quimicas que las plantas poseen para poder atraer,
proteger, estimular, evitar o inhibir a los depredadores o agentes patégenos que sean

una amenaza para la planta.

La palabra alelopatia tiene su origen del latin Alelo = unos a otros y phatia = reciproco,

lo que quiere decir: Ser reciproco para unos o para otros.

La alelopatia se encarga de estudiar a los metabolitos secundarios, los cuales son
estimulados a través del antagonismo externo, es decir, cuando la planta se ve
amenazada, ya sea por un dafio estructural o algin cambio ambiental. Estos
metabolitos secundarios son utilizados como herramientas para su propio beneficio,
ya sea para defenderse o para poder ser polinizada por insectos o aves pequefias.

Estos metabolitos secundarios también son llamados aleloquimicos o fitoalexinas.

Las fitoalexinas son de naturaleza quimica diversa, principalmente son flavonoides de
bajo peso molecular que se sintetizan en las plantas después de una agresion o

infeccion.

Los primeros reportes sobre la presencia de estos metabolitos fueron descritos por

Muller y Borger (Kuc, 1995), cuyos estudios demostraron la resistencia de las plantas



a enfermedades; en el caso de la planta de la papa frente al hongo Phytophtora
infestans, esta resistencia fue causada por la liberacion de compuestos fungitoxicos
por la planta infectada. De estas investigaciones surgio la teoria de las fitoalexinas.
Por su parte, las investigaciones de Cruickshank y Perrin (Kuc, 1995) fueron de suma
importancia para poder establecer a nivel molecular el concepto de fitoalexinas, estos
investigadores caracterizaron diferentes estructuras en algunas especies vegetales,
con lo cual pudieron construir un punto de inicio para el estudio de su biosintesis,

degradacion e importancia en la resistencia a enfermedades.

Algunos investigadores sugieren que las fitoalexinas (figura 1) son metabolitos
productos del estrés, inducidos por altos niveles de radiacion ultravioleta, heridas,
descenso de temperatura y por la aplicacion de algunos fungicidas (Mateos et al.,
2003).

Pisantina

Faseolina

Figura 1. Estructuras de fitoalexinas aisladas de chicharo y frijol.

3.3 Baccharis salicifolia
La familia Asteracea es uno de los grupos sistémicos mas numerosos dentro de las
Angiospermas, que comprende 1000 géneros y cerca de 25000 especies (De la Cruz
y Romero, 1997) (De la Cruz y Romero, 1999).

El género Baccharis (familia Asteraceae) esta representado por mas de 500 especies,
distribuidas principalmente en Brasil, Argentina, Colombia, Chile, México, ocupando
las regiones mas elevadas. En Brasil estan descritas aproximadamente 120 especies,
100 especies en Argentina, 28 especies en México y cerca de 40 especies en

Colombia. Existe un interés muy grande por estudiar a este género por su amplio uso
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en la medicina tradicional, debido a su contenido fitoquimico de flavonoides, diterpenos

y triterpenos (Gonzaga et al., 2005).

Dentro de este género destaca B. salicifolia (figura 2), el cual es un arbusto de 1-2 m
de altura, ramoso desde la base, glutinoso, provisto de raices gemiferas, hojas
lanceoladas, agudas en el apice, atenuadas en la base con peciolos cortos, aserradas
en la mitad superior del margen o enteras, tri nervadas de 40-90 mm de longitud por
4-15 mm, con capullos muy numerosos pedunculados, agrupados en cimas

corimbiformes no hojasas (Ruiz et al., 2012.)
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Figura 2. Flores de Baccharis salicifolia.

La especie B. salicifolia es conocida como chilca, chilca blanca, ckechua chilca, chilco,
yana chilca, chilca negra y es utlizada como antiinflamatorio, analgésico y
antiespasmadico, en forma de infusion; también como cicatrizante, vulnerario y contra

las fracturas, en forma de emplastos.

Diversos estudios han demostrado que B. salicifolia (figura 3) presenta actividad
antibacteriana contra bacterias Gram positivas, esto a partir de extractos a base de
etanol, no obstante, se ha identificado la fraccion 10 del extracto etandlico como la

fraccién con mayor inhibicion contra Staphylococcus aureus (Escalante et al., 2017).



Figura 3. Planta de Baccharis salicifolia (hojas y flores)

Asi mismo, en otros estudios se demostro la actividad antihelmintica de los extractos
de B. salicifolia (Salazar et al., 2007).

En latabla 1 se muestran los diversos compuestos quimicos que han sido encontrados
y analizados en algunas especies del género Baccharis, tales como, B. glutinosa, B.
salicifolia y B. genistelloides, destacando la presencia de flavonoides, terpenos y
esteroides, sustancias reductoras, lactonas y cumarinas. Los principales metabolitos
presentes en el género Baccharis son los flavonoides de tipo flavanona y flavona, asi
como los diterpenos de nucleo kaurano, cleorodanos y labdano; atribuyendo las
diversas actividades y propiedades biolégicas de estas especies principalmente a

compuestos como los flavonoides y diterpenos (Gonzaga et al., 2005).

Cabe mencionar que las especies del género Baccharis han sido utilizadas por siglos
para curar dolencias comunes, sus aplicaciones en medicina herbaria han sido
registradas en varios paises de América en donde se encuentra distribuido este género
(Rangel et al., 2001).



Tabla 1. Comparacion fitoquimica de los extractos hidroalcohdlicos de B. glutinosa, B.

salicifolia, B. genistelloides.

Especies

Metabolitos secundarios

B. glutinosa B. salicifolia B. genistelloides
Flavonoides ++ ++ F++
Taninos y/o compuestos +++ +++ +++
Fendlicos
Triterpenos y Esteroides +++ ++ +++
Catequinas +++ +++ ++
Sustancias reductoras +++ ++ 4+
Lactonas y Cumarinas +++ +++ ++
Quinonas - - +
Azucares reductores ++ ++ 4+
Alcaloides - - -

(+++) Abundante, (++) Bastante, (+) Poco, (--) Ausencia

Tomado de: Aguilar et al., 2014.

3.4 Resistencia bacteriana a los antibioticos
La resistencia a los farmacos antibacterianos tiene particular importancia clinica dado
la capacidad de las bacterias de eludir las acciones antibacterianas, al igual que las
posibilidades de que surjan mutaciones 0 nuevos mecanismos de transferencia de
resistencia. La industria farmacéutica ha visto casi agotada su capacidad de introducir
nuevos farmacos antibacterianos por los altos costos de investigacion y la escasa

recuperacion de la inversion (Casellas, J. M. 2011).

Las bacterias que en su mayoria producen infecciones humanas frecuentes son las
pertenecientes a las Gram positivas, En los Estados Unidos de América, el proyecto
de vigilancia de agentes patdgenos de importancia epidemioldgica (SCOPE, por su
sigla en inglés) indica que 60% de las bacteriemias nosocomiales son causadas por

cocos grampositivos aerobios o facultativos.



3.5 Agentes infecciosos de importancia intrahospitalaria

En la actualidad las enfermedades infecciosas son una de las causas mas importantes
de muerte en el hombre. Dentro de las infecciones de gran importancia estan las
asociadas a la atencion de la salud (IAAS) las cuales se adquieren en el hospital u otro
servicio de salud, es decir, que no estaba presente, ni en periodo de incubacion,
cuando el paciente ingres6 a dicho centro (M. Macedo, J. Blanco, 2010). Estas
infecciones se presentan después de las primeras 48-72 horas de hospitalizacion y
suceden en todo el mundo, principalmente en paises en desarrollo. Los pacientes,
familiares y personal del hospital se encuentran en riesgo de adquirir IAAS lo que

contribuye a incrementar el gasto y la mortalidad hospitalaria (Salazar, 2012).

Investigaciones realizadas en el 2007 revelaron que en la Unidad de Neonatologia del
Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” (Bolivia) fue la septicemia la forma mas
frecuente de presentacion, los microorganismos aislados fueron Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae (Salazar, 2012). Dentro
de estas bacterias identificadas se hacen resaltar dos de ellas, S, epidermidis y E.
faecalis que, junto con S. aureus, entran en un grupo importante las bacterias Gram

positivas.

3.5.1 Staphylococcus aureus
Es una bacteria considerada como oportunista, debido a que ocasiona enfermedades
en el humano, principalmente cuando éste atraviesa lapsos de vulnerabilidad
asociados a circunstancias andmalas que disminuyen la competencia de su sistema
inmunoldgico. Bajo tales condiciones, el microorganismo es capaz de provocar
afecciones en casi cualquier region anatomica, lo cual refleja su amplio bagaje en
cuanto a genes de virulencia que lo habilitan para establecerse, reproducirse,

sobrevivir y diseminarse en diversas clases de tejidos (Massey et al., 2006).

3.5.2 Staphylococcus epidermidis
Es la especie mas prevalente de los estafilococos coagulasa negativos (ECN), supone
mas del 65% de todos los estafilococos aislados en las muestras de pacientes portador

de protesis de rodilla. En los ultimos afios, el protagonismo de estas bacterias como
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patdgenos es manifiesto, fundamentalmente causando bacteriemia e infeccion de
material prostético. Es por ella que se considera que la mayoria de las infecciones

causadas por S. epidermidis son de origen nosocomial (Pérez et al., 2010).

3.5.3 Pseudomonas aeruginosa
Es un bacilo Gram negativo, no fermentador, que se comporta basicamente como un
patégeno nosocomial oportunista. Sus minimos requerimientos nutricionales, su
tolerancia a una amplia variedad de condiciones fisicas y su resistencia intrinseca a
un gran nimero de antibiéticos, explican su papel ecolégico como un importante y
eficaz patégeno intrahospitalario (Pollack, 2002). Se presenta en pacientes con
inmunosupresién, con quemaduras severas, enfermedades pulmonares o neutropenia
por causa de quimioterapia que por ello estan propensos a desarrollar infecciones por

esta bacteria.

3.5.4 Staphylococcus saprophyticus
Es un coco Gram positivo, coagulasa negativa, anaerobio facultativo, no formador de
capsula, ni de esporas e inmdvil. Es catalasa positiva y oxidasa negativa. Posee la
enzima ureasa y es capaz de adherirse a las células epiteliales del tracto urogenital,
causante de frecuentes infecciones del tracto urinario en mujeres, asi como uretritis en

varones (Farifia et al 2005).
3.5.5 Escherichiacoli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia, coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento
y se considera parte de su microbiota habitual, pero hay descritos seis patotipos de E.
coli productores de diarrea: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC).
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3.6 LaConcentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB).

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion de
antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24

horas de incubacién a 37°C (Horna, et al., 2005)

La Concentracion Minima Bactericida (CMB), se define como la minima concentracién
de antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de los microorganismos viables
después de un tiempo determinado de incubacion (generalmente 24 horas) (Horna, et
al., 2005)
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4. JUSTIFICACION

Los antibidticos son de suma importancia para la humanidad, ya que han sido de gran
ayuda para controlar diversas infecciones, salvando a millones de vidas a lo largo de
la historia, estos son farmacos definidos como sustancias que pueden ser producidos
por microorganismos como bacterias y hongos los cuales inhiben el crecimiento de

algunos microorganismos que posteriormente pueden llegar a destruir.

En la actualidad la resistencia bacteriana, definida como la capacidad de un
microorganismo de resistir los efectos de un antimicrobiano, es un problema de salud

publica, esto debido en parte al uso indiscriminado de los antibiéticos.

Por ello la resistencia bacteriana a los antibacterianos ha llevado al uso de extractos
vegetales como una alternativa dada su alta eficacia, asi como también supone un

bajo costo en la produccién y un bajo o nulo impacto ambiental.

Se proponen nuevas alternativas como la alelopatia, consistente en la utilizacion de
metabolitos secundarios que pueden influir estimulando o inhibiendo diferentes
procesos bioldgicos de otros organismos. El uso de estos metabolitos no solo debe
centrarse a su utilidad en el ambito clinico sino también para el desarrollo de nuevas

propuestas como pueden ser pesticidas compatibles con el medio ambiente.
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OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Identificacion fitoquimica y evaluacion in vitro del extracto de B. salicifolia

sobre bacterias de importancia clinica.

5.2  Objetivos particulares

Obtener los extractos de B. salicifolia mediante la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU) con diferentes disolventes (agua, etanol, acetona, acetato de
etilo, cloroformo y éter de petréleo)

Evaluar los extractos obtenidos frente a las bacterias S. aureus, S. epidermidis,
S. saprophyticus, P. aeruginosay E. coli mediante el método de difusion en agar
por pozo.

Realizar un ensayo biodirigido del extracto con mayor actividad antibacteriana
por el método de bioautografia.

Fraccionamiento mediante el método de capa fina y cromatografia en columna
del extracto.

Determinar la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida de la fraccion del extracto mediante el método de microdilucion en
pozos.

Caracterizar preliminarmente los compuestos de la fraccidn por espectroscopia
de FT-IR.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales

o Material de vidrio y reactivos de grado analitico esencial para cada

determinacion.

o Cepas bacterianas: S. epidermidis, S. aureus y P. aeruginosa proporcionadas

por el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitario de Puebla BUAP.

o Material vegetal: B. salicifolia colectada en el Municipio de Tepetitla de

Lardizabal Tlaxcala, CIBA- IPN.

7.2 Métodos

En la tabla 2 se muestran los métodos empleados y las determinaciones que se

emplearon en esta investigacion.

Tabla 2. Métodos utilizados en la investigacion

Determinacion Método

Extraccion Extraccion asistida por
ultrasonido modificado

Evaluacion de la actividad Difusion de agar en pozos

antibacteriana

Separacion del extracto CCFYCC

mediante cromatografia

Determinar y caracterizar  Espectroscopia FT-IR

los compuestos de la

fraccion

Referencia

Auzola y Aguliar 2007

Rojas et al., 2005

Pereira et al., 2013

Barrera y Bautista.2008
Saavedra et al., 2010
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8. METODOLOGIA

8.1 Obtencion del material vegetal
Se colectaron las partes aéreas (tallo, hoja y flor) de plantas de B. salicifolia del

municipio de Tepetitla de Lardizabal Tlaxcala.

8.2 Secado y molienda
Se dejé secar el material vegetal en el sol durante cinco dias, posteriormente se realizd
un tratamiento de deshidratacion para retirar el resto de la humedad con la ayuda de
una estufa de secado a una temperatura de 40°C durante 4 h, una vez deshidratada
se redujo el tamafio de particula en un mortero de porcelana para tener una mejor

superficie de contacto y llevarla al proceso de extraccion.

8.3 Obtencidn de los extractos vegetales
La extraccion asistida por ultrasonido se realizé con un equipo Branson 5510 con una
frecuencia de 40 Hz, las extracciones fueron obtenidas con diferentes disolventes de
distintas polaridades los cuales fueron agua, etanol, acetona, acetato de etilo, hexano
y éter etilico anhidrido. Las muestras de material vegetal fueron colocadas con sus
respectivos disolventes en una relacién 1:10 en un matraz de 100 ml y se procedi6 a
colocarlos en el equipo Branson, se realizaron 3 tiempos de extraccion 10, 30 y 60 min
a una temperatura de 30°C. Los extractos se filtraron y se concentraron en un

rotavapor. Se almacenaron a 4°C en frascos ambar.

8.4 Preparacion de medios de cultivos y resiembra de las cepas.

Se utiliz6 agar Mueller-Hinton para el método de difusion en agar con pozos
modificado. Se emplearon puntas cortadas para la generacién de pozos en las placas
de agar. Una vez gelificadas las placas se pusieron a prueba esterilidad incubandolas
a 37°C por 18-24 h. Se prepar6 solucion salina isotonica al 0.9% en tubos de 5 mL con
tapdn de rosca, los cuales se esterilizaron y posteriormente se utilizaron para la
obtencidn de la suspension bacteriana de cada una de las cepas. Las resiembras
bacterianas se realizaron en agar TSA. Para los bioensayos se necesitaron resiembras
de 24 h.
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8.5 Evaluaciéon de la actividad antibacteriana de los extractos de B.
salicifolia mediante el método de difusién en agar con pozos.

8.5.1 Obtencion de la suspensidn bacteriana
Se utilizaron resiembras de 24 h de cada una de las bacterias antes mencionadas en
el punto 7.1 y se prepararon suspensiones a una densidad celular equivalente al tubo
0.5 del estandar de McFarland (1.5 x 108 celulas/mL).

8.5.2 Bioensayo de la actividad antibacteriana de los extractos de B.
salicifolia.
La actividad antibacteriana se determiné utilizando el método de difusion en pozo. Para
lo cual se prepar6 un inéculo de cada cepa a una concentracion de 1.5 x 108 células/mL
correspondiente al tubo 0.5 del estandar de McFarland. Se sembré masivamente en la
placa de agar Mueller-Hinton y posteriormente se colocaron 20 ul de cada extracto a
evaluar y un control negativo de inhibicion (disolventes), como control positivo se
utilizaron sensidiscos de vancomicina 30 pg para S. aureus y sensidiscos de
imipenem® 10 ug para el resto de las bacterias a evaluar. Las placas fueron incubadas
a 37°C de 18 a 24 h, los bioensayos se realizaron por triplicado, pasadas las 24 h se
observaron y midieron los halos de inhibicion con ayuda de un vernier, se tomo en
cuenta el tamafo de halo de inhibicion (en cm) de los antibiéticos en comparacion al

halo (en cm) de los extractos de B. salicifolia.

8.6 Fraccionamiento fitoquimico del extracto con mayor actividad
antibacteriana de B. salicifolia.

8.6.1 Cromatografia en capa fina (CCF) del extracto con mayor
actividad antibacteriana de B. salicifolia.
Se realiz6 la separacion por CCF al extracto con mayor inhibicion. Se utilizaron

cromatofolios CCF y una mezcla de disolventes (hexano, acetato de etilo, éter etilico
anhidro y etanol) en una relacién 2:1:1:2 respectivamente. Una vez realizada y que el
frente de migracion alcanzo el extremo superior de la placa se retir6 y se procedid
revelar con luz UV y posteriormente con una solucion de H>SO4 al 20%, con aplicaciéon

posterior de calor (Pereira, 2013) y se observé el nimero de fracciones que contiene.
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Por ultimo, se calcul6 el valor de Rf, que es el cociente entre la distancia recorrida por
el compuesto y la distancia recorrida por el eluyente (Diaz, 2006).
8.6.2 Bioautografia en cromatografia de contacto
Se utilizaron cromatofolios de CCF previamente corridos con la muestra del extracto
eluidos y sin restos de disolventes, los cuales se colocaron sobre una caja Petri y fue
vertido medio de cultivo Mueller Hinton sobre el cromatofolio, una vez gelificado el
medio, se coloc6 a prueba de esterilidad por 24 h. Posteriormente se inocularon las
placas a una concentracion de 0.5 del estdndar de Mc Farland con las cepas
bacterianas con crecimiento de 24 h. Pasadas las 24 h a 37°C de incubacién se
evaluaron por medio de la observacion de la presencia (+) o ausencia (-) de halos de
inhibicién sobre los cromatofolios (Rivas-Morales et al., 2016). El ensayo se realizo por
triplicado.
8.6.3 Cromatografia en columna (CC) del extracto con mayor
actividad antibacteriana de B. salicifolia.

Se utilizé una columna de cromatografia con silica gel en polvo (fase estacionaria), la
cual fue acondicionada con el extracto a fraccionar y se realizo la elucion mediante el
empleo de una mezcla de disolventes seleccionados para el corrimiento del extracto
(fase movil) determinados de acuerdo con los resultados de la CCF antes
mencionados en el punto 8.6, esto con la finalidad de arrastrar la mayor cantidad de
metabolitos secundarios en el extracto (Barrera & Bautista, 2008). Las fracciones

obtenidas fueron recolectadas de forma individual y guardadas en viales ambar a 4°C.

8.7 Evaluacion de la actividad antibacteriana de las fracciones
mediante el método de difusion en pozo.
Las fracciones obtenidas fueron concentradas en rotavapor, una vez concentradas
fueron evaluadas mediante el método de difusién en pozos antes mencionado en el
punto 8.5, una vez evaluadas fueron descartadas las fracciones que no presentaron
actividad antibacteriana y con la finalidad de obtener un porcentaje de inhibicion del
extracto crudo con mayor inhibicion se recurrio a la férmula empleada por Martinez en

1996, ecuacién 1. Esto en la fraccién con mayor inhibicion.
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Ecuacion 1. Porcentaje del efecto inhibitorio

8.8  Obtencion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
Concentracién minima bactericida (CMB)

Para esta determinacion de la CMI y CMB se utilizaron 4 cepas (S. aureus ATCC
29213, S. epidermidis ATCC 12228, S. saprophyticus salvaje clinico y S. aureus
salvaje clinico, se utiliz6 una microplaca con 96 pozos donde fueron manejadas 10
concentraciones diferentes de la fraccion con mayor actividad antimicrobiana (10, 5,
2.5, 1.25,0.625, 0.312, 0.156, 0.078, 0.039, 0.019 mg/mL), en cada pozo se colocaron
20 uL de la fraccidn, posteriormente se le afiadieron 180 uL de agar Mueller-Hinton se
mezcld y por ultimo se le afiadieron 2 yL de suspension bacteriana a partir de un tubo
al 0.5 del estandar de Mc Farland. Se coloco como control negativo de inhibicion 20
ML (disolventes que se utilizaron en la CC) y como control positivo se colocaron 20 uL
de una suspension de antibiético comercial (Vancomicina 30 ug). Se incubé por 20 h
y en las primeras 20 h se saco para leer la turbidez que present6 en la superficie del
pozo, se observo un boton opaco. Posteriormente se les afadié a todos los pozos 20
ML de revelador MTT (3- (4,5-dimeltiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro) y se
coloco nuevamente en la estufa por 10-15 min. Después de ese tiempo se observé un
cambio de coloracion de amarillo a violeta en la superficie de los pozos que
presentaron crecimiento.

8.9 Espectroscopia de FT-IR: Determinacion de los grupos

funcionales.
La fraccidbn que mostrd la mayor inhibicién del crecimiento bacteriano se llevo a la

caracterizacion por FT-IR en un equipo Digilab de Agilent Technologies, modelo
Scimitar, se utilizé una muestra sélida y seca de la fraccion 29 de B. salicifolia. Se tomo
una muestra y se coloco en el mortero con KBr, y se trituré hasta obtener una muestra
homogénea, posteriormente se formo una pastilla 'y se coloco dentro del infrarrojo para

su lectura,

Una vez obtenido el espectro se hizo la interpretacion de mismo (Saavedra et al.,
2010).
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9. RESULTADOS Y DISCUSIONES

9.1 Evaluacién antibacteriana de los extractos.

Los resultados de la evaluacion antibacteriana de los extractos (con agua, etanol,

acetona, acetato de etilo, hexano y éter etilico anhidrido), se observa en la tabla 3.

Los extractos acuosos no presentaron inhibicion antibacteriana en ninguna cepa
evaluada tanto Gram positiva como Gram negativa, con ello se demuestra que
metabolitos de caracter polar son incapaces de inhibir el crecimiento bacteriano. Sin
embargo, los extractos obtenidos con los disolventes etanol, acetona, acetato de etilo
hexano y éter etilico anhidrido presentaron actividad antibacteriana solo en las
bacterias Gram positivas, esto puede estar relacionado a que dichas bacterias poseen
una capa externa de peptidoglicano y su pared celular. Mientras que los
microorganismos Gram negativos posen una delgada capa de peptidoglicano mas una
membrana externa de lipopolisacaridos. Esto determina que ambos microorganismos
respondan en forma diferente a la presencia de moléculas como los antibiéticos (Strohl
et al., 2001). Asi como también se ha demostrado que algunos flavonoides son
capaces de tener un efecto antibacteriano donde demuestran que flavonoides tiene un

efecto sobre bacterias Grampositivas (Tereschuk et al., 2007).

En los resultados con respecto al efecto del tiempo de extraccion con EAU mostrados
en la tabla 3, se puede observar que a mayor tiempo de EAU el efecto antibacteriano
es mayor, esto se debe a que las ondas de ultrasonido causan la ruptura mecanica de
la pared celular liberando los componentes bioactivos y a su vez el calentamiento local
del solvente aumenta la difusion del extracto, mejorando asi la transferencia de masa
a través de la interfase solido-liquido. Los efectos mecanicos de la sonicacién inducen
a una mayor disolucion del solvente en las paredes y membranas celulares, facilitando
la liberacién del contenido de las células y mejorando la transferencia de masa (Medina
et al., 2017).
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Tabla 3. Efectos de inhibicién antibacteriana de los diversos extractos de B. Salicifolia.

Extractos B. salicifolia / Bacterias E. coli P. Aeruginosa S. aureus S. epidermidis = S. saprophyticus

Extracto con agua (10 min) - - - - -

Extracto con agua (30 min) - - - - -

Extracto con agua (60 min) - - - - -

Extracto con etanol (10 min) - - + + +
Extracto con etanol (30 min) - - + + +
Extracto con etanol (60 min) - - + + +
Extracto con acetona (10 min) - - + + +
Extracto con acetona (30 min) - - ++ + +
Extracto con acetona (60 min) - - +++ ++ ++
Extracto con acetato de etilo (10 min) - - + + +
Extracto con acetato de etilo (30 min) - - + + +
Extracto con acetato de etilo (60 min) - - + + +
Extracto con hexano de etilo (10 min) - - + + +
Extracto con hexano (30 min) - - + + +
Extracto con hexano (60 min) - - + + +
Extracto con éter etilico anhidrido (10 min) - - + + +
Extracto con éter etilico anhidrido (30 min) - - + + +
Extracto con éter etilico anhidrido (60 min) - - + + +
Control negativo - - - - -
Control positivo +++ +++ +++ +++ +++

Donde (-): Nula inhibicién, (+): Poca inhibicién, (++): mediana inhibicién, (+++): maxima inhibicién, esto a partir del halo de inhibicién que presento

cada extracto.
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Diversos autores han reportado que extractos obtenidos de las plantas del género
Baccharis presentan actividad contra diversas bacterias Rodriguez et al., 2016,
demostro la actividad antibacteriana de los extractos de B. revoluta contra bacterias
Gram positivas como S. aureus ATCC 25923, y Gram negativas como E. coli ATCC
13706 y K. pneumoniae ATCC 70063, demostrando que el género Baccharis tiene
potencial antibacteriano con extractos obtenidos a partir de diclorometano, metanol y
acetona, frente a S. aureus con una actividad antibacteriana relativa (ABR) con

respecto a la rifaximina.

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en este trabajo y demostrados en
la tabla 3 donde se muestra la actividad antibacteriana en el extracto obtenido con
acetona. Otros estudios como los de Rangel et al., 2001 demuestran que B. nitida tiene
una actividad antibacteriana en extractos crudos a partir de etanol y acetona frente a
cepas de S. aureus. Diversos estudios del género Baccharis han demostrado las
distintas actividades biologicas que este género presenta tanto actividades
antifngicas como lo menciona Martinez et al., 2010 donde demostré la actividad
antifangica de B. latifolia sobre fitopatdgenos a partir de extractos polares, asi como
también Garcia et al., 2005, demostraron la capacidad toxica y repelente del aceite

esencial de B. salicifolia sobre Tribolium castaneum.

Todos estos estudios han demostrado las diversas actividades biologicas que posee
el género Baccharis los cuales se correlacionan con la actividad antimicrobiana
demostrada en los extractos crudos obtenidos a partir de disolventes organicos y
descritos en la tabla 3, siendo evidente la gran cantidad de metabolitos secundarios

obtenidos a partir de los extractos.

El extracto con mayor actividad antibacteriana fue el obtenido a partir de acetona con

60 min de EAU, como se muestra en la figura 4 y tabla 4.
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Figura 4. Actividad antibacteriana del extracto de B. salicifolia a partir de acetona a

diferentes tiempos de EAU 10 min 30 min y 60 min, control (+) Vancomicina 30 g y control

(-) acetona. A) S. aureus, B) S. epidermidis C) S. saprophyticus.

En los bioensayos realizados para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
fueron implementados como controles negativos los disolventes utilizados para la
extraccion, esto con la finalidad de descartar falsos positivos de inhibicion. De acuerdo
con los resultados obtenidos se demuestra que los disolventes no interfieren en el

crecimiento y desarrollo bacteriano.

Tabla 4. Inhibicién del crecimiento bacteriano del extracto de B. salicifolia a

diferentes tiempos de EAU sobre bacterias Gram positivas.

Tiempo de extraccion S. aureus S. epidermidis. S. saprophyticus.
/Bacteria. (mm) (mm) (mm)
10 min. 11 10 12
30 min. 12 11 12
60 min. 13 12 13
Control (-) 0 0 0
Control (+) 16 20 20

Donde los valores en la tabla son los promedios de las mediciones de los halos de inhibicion.

Control (+): Vancomicina 30 pg, Control (-): Acetona.
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La tabla 4 evidencia el grado de inhibicion obtenido con el extracto de acetona donde
a mayor tiempo 60 min de EAU fue el que resulté con halos de inhibicion mayor a los
otros dos tiempos (10 min y 30 min) comparados. Esto se debe al tiempo de extraccion
donde la muestra vegetal esta en contacto con el disolvente durante mas tiempo, asi
como la cavitacion provocada por el ultrasonido tiene un mayor nimero de repeticiones

como se menciona en el punto 9.1

Tabla 5. Actividad antibacteriana (%) del extracto crudo a 60 minutos de EAU de

B. salicifolia con mayor inhibicién

Cepa Inhibicion (%)
S. aureus 81.25
S. epidermidis 60
S. saprophyticus 65

De acuerdo con estos resultados, se puede deducir que los metabolitos obtenidos de
B. salicifolia con mayor actividad antibacteriana son de naturaleza polar, dentro de los
cuales se han aislado del género Baccharis diferentes grupos de metabolitos
secundarios como son flavonoides, terpenoides, diterpenos y cumarinas, asi como
también aceites esenciales como los son limoneno, &-cadineno , mirceno , a-tujeno ,

a- y B-pineno , a-felandreno , limoneno, B-ocimeno , terpinen-4-ol (Prada, 2015).

Diversos autores han identificado una gran cantidad de metabolitos en B. salicifolia,
algunos de ellos identificados son, flavanonas (apigenina, quercetina, , sakuranetina)
(Zdero et al., 1986, del Corral et al.,, 2012), diterpenos, incluidos 17 labdanos
(Jakupovic et al., 1990, del Corral et al., 2012), clerodanos algunos de ellos con 13-
xilopiranosido y R-fucopiranésido (Zdero et al., 1986, Jakupovic et al., 1990, Loayza et
al., 1995), 15 flavonas (Dominguez et al., 1986), algunos derivados de cadineno
(cadinoles) (Zdero et al., 1986, Jakupovic et al., 1990, Loayza et al., 1995),
compuestos como (6xido de baccharis, benzofuranos, cumarinas) (Dominguez et al.
1986, Zdero et al.,, 1986). y triterpenos (del Corral et al., 2012), fitoesteroles
(Dominguez et al., 1986), monoterpenos (a-felandreno, a-terpineol, a-tujeno, canfeno)
(Loayza et al., 1995, Garcia et al., 2005, Carrizo Flores et al., 2009, Sosa et al., 2012),
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(cis-a-copaen-8-ol, biciclogermacreno, germacreno-D) (Loayza et al., 1995, Garcia et
al., 2005, Carrizo Flores et al., 2009, Sosa et al. 2012), asi como también varios
flavonoides de B. salicifolia, como la quercetina, apigenina, naringenina (Céspedes et
al., 2006). Ademas, de esta especie se han aislado los diterpenoides, los acidos 5-
hidroxi-6-hidro-salicifélico y salicifélico, junto con la sakuranetina, la apigenina y la

escopoletina (del Corral et al., 2012).

9.2 Separacién por cromatografia de capa fina.
Se eligi6 el extracto con mayor actividad antibacteriana, en este caso el extracto a base
de acetona, al cual se le realizaron una serie de cromatografias en capa fina utilizando
diferentes mezclas de disolventes, esto con la finalidad de obtener una mezcla ideal

para poder separar los compuestos del extracto.

El revelado de la CCF por luz UV y con H2S40 al 20%, mostr6é que la cromatografia
obtenida con la mezcla de disolventes (Acetato de etilo: Eter etilico anhidrido: Hexanos
en relaciéon 1:1:2) tuvo una mejor separacion de los compuestos (figura 5). En las

cuales se observan 11 fracciones con los Rf indicados en tabla 6.

b

Figura 5. Cromatografia de capa fina del extracto crudo. A) cromatografia eluida,
B) Cromatografia revelada mediante UV y C) Cromatografia revelada con acido sulfarico al

20% donde se pueden observar las 11 fracciones del extracto crudo.
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Tabla 6. Fracciones organicas obtenidas en la CCF del extracto de acetona de B.

salicifolia.

Fraccion RF

0.03
0.09
0.18
0.33
0.45
0.57
0.66
0.72
0.81
0.87
0.96
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9.3 Bioautografia en cromatografia de contacto.

De acuerdo con Betina (1973) citada por Padron-Marquez (2010), la bioautografia es
el método mas importante de deteccidén para compuestos nuevos o no identificados;
esta se basa en los efectos bioldgicos de las sustancias bajo estudio. La bioautografia
tipica esta basada en la técnica de difusion en agar donde el compuesto antibacterial
o antifangico es transferido de la capa cromatogréfica a una de agar inoculado. Las
zonas de inhibicion pueden ser visualizadas en la superficie de agar después del
periodo de incubacion, estas corresponden a la o las fracciones en las placas

cromatograficas que dan la actividad antimicrobiana (Dewanjee, et al., 2015).

Se realizé la bioautografia en cromatografia de contacto del extracto crudo de B.
salicifolia contra una cepa de S. aureus ATCC 29213 y se procedid a la evaluacién
antibacteriana obteniendo como resultado que las fracciones menos polares son las

responsables de la actividad antibacteriana (figura 6).
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Figura 6. Bioautografia realizada a S. aureus (ATCC 29213)

9.4 Cromatografia de columna del extracto con mayor actividad

antibacteriana de B. salicifolia.

Se obtuvieron 36 fracciones las cuales fueron recolectadas en tubos de ensaye de 10
mL, posteriormente fueron concentrados mediante un rotavapor y almacenados en

frascos ambar y en refrigeracion a 4°C.

9.5 Evaluaciéon de la actividad antibacteriana de las fracciones mediante

el método de difusién en pozo.

Las 36 fracciones fueron evaluadas obteniendo como resultado que las fracciones de
la 25 a la 30 obtuvieron los halos de inhibicion de mayor tamafio contra S. aureus

ATCC 29213, como se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Actividad antibacteriana de las fracciones acetdnicas frente S. aureus
ATCC 29213.

No. De fraccion. Inhibicién del

crecimiento (mm)

25 28
26 33.3
27 27.6
28 28
29 40
30 29
Control (+) 19
Control (-) 0

Como observamos en la tabla 5, la fraccion con mayor inhibicién fue la nimero 29 con
un promedio de un halo de inhibicién de 40 mm que en comparacion con el halo de
inhibicién del control positivo corresponde a un 210.5% de inhibicion. (Tomando como

referencia que el control positivo es el 100% de inhibicién) (figura 7).

Figura 7. Efecto antibacterial de la fraccién 29 frente S. aureus ATCC 29213 alas 24 h

9.6 Concentracion minima inhibitoriay concentracién minima
bactericida.
La concentracionde la fraccidén # numero 29 se obtuvo mediante la diferencia de pesos

donde fue colocado un mililitro de la fraccién en un papel aluminio y fue deshidratado
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hasta eliminar el disolvente, obteniendo un resultado de 307.75 mg/mL.
Posteriormente se prepararon diferentes diluciones con las siguientes concentraciones

como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Concentraciones utilizadas para obtener la CMI y CMB de la fraccion

nimero 29 del extracto de B. salicifolia.

Dilucion Concentracion
mg/mL
10
5
2.5
1.25
0.625
0.312
0.156
0.078
0.039
0.019
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La tabla 9 muestra los resultados obtenidos de la CMI, donde se encontro que para S.
aureus ATCC 29213 la CMI es de 0.312 mg/mL, para S. epidermidis ATCC 12228 de
0.625 mg/mL, para S. saprophyticus (silvestre) de 1.25 mg/mL y paraS. aureus
(silvestre) de 0.156 mg/mL. Diversos estudios han demostrado que el género
Baccharis posee una gran variedad de metabolitos con actividad biologica, tal como
Navarro et al., 2019, demostraron que B. latifolia presenta una CMI de 62.5 pg/mL
contra S. aureus ATCC 25923 y S. epidermidis ATCC 12228 esto en el extracto

hidroalcohdlico de B. latifolia.
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Tabla 9. Resultados de la concentracién minima inhibitoria, donde (+) significa

inhibicion del crecimiento bacteriano y (-) crecimiento bacteriano.

Dilucion  Concentracién S. aureus S. epidermidis = S. saprophyticus @ S. aureus

mg/mL ATCC 29223 ATCC 12228 (silvestre) (silvestre)

1 10 + + + +
2 5 + + + +
3 2.5 + + + +
4 1.25 + + + +
5 0.625 + + - +
6 0.312 + - - +
7 0.156 - - - +
8 0.078 - - - -
9 0.039 - - - -
10 0.019 - - - -

Control (+) + + + +

Control (-) - - - -

Donde (+) significa inhibicién del crecimiento bacteriano y (-) crecimiento bacteriano.

En la figura 8 se puede observar el vire del MTT. El MTT originalmente es un reactivo
de color amarillo, este al reaccionar con la viabilidad de la célula bacteriana se reduce
produciendo una coloracion violeta, indicando el crecimiento bacteriano. La cantidad
de células vivas es proporcional a la cantidad de cristal reducido (formazan) (Garfias
et al., 2000).

La CMI demuestra la capacidad del antimicrobiano para inhibir el crecimiento de las
bacterias a diferencia de la CMB que nos demuestra la capacidad minima del
antimicrobiano capaz de matar un 99.9 % de la poblacion bacteriana inicial, en este

caso las CMI y CMB fueron las mismas concentraciones.
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Figura 8. Revelado de la concentracién minima inhibitoria de la fraccion #29 del extracto de

B. salicifolia, donde las diluciones estan numeradas del 1 al 10 y as bacterias corresponden,;
A) S. aureus ATCC 29223, B) S. epidermidis ATCC 12228, C) S. saprophyticus (silvestre) y

D) S. aureus (silvestre).

Como se puede observar en los resultados obtenidos, la fraccion # namero 29 de B.
salicifolia demuestra la presencia de metabolitos secundarios con actividad bioldgica
sobre bacterias del género Staphylococcus, diversos estudios han demostrado que el
género Baccharis contiene un gran numero de metabolitos secundarios con diferentes
actividades bioldgicas como la capacidad antibacteriana, antifingica y repelente, como
lo reporta Ferronatto et al., 2007 donde demuestran que aceites esenciales de B.
uncinella y B. dracunculifolia poseen actividad antibacteriana contra cepas de E. coli,
S. aureus y P. aeruginosa. Martinez et al., 2011; demostraron el efecto antifingico de
extractos de B. latifolia sobre Candida albicans. Por otro lado, Garcia et al., 2005,

demostraron la capacidad toxica y repelente del aceite esencial de B. salicifolia sobre
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Tribolium castaneum. Dichos efectos son propiciados por los metabolitos secundarios,
dentro de los cuales podemos encontrar antioxidantes con actividad antibacteriana

como lo son algunos flavonoides (Zampini et al., 2007).

Otros estudios han revelado que el extracto de propéleo son ricos en flavonas como lo
es la apigenina, tiene una accién antibacteriana sobre Streptococcus mutans
(Eguizabal et al., 2013), por otra parte, estudios han demostrado que la quercetina
tiene una actividad antibacteriana sobre S. aureus con una CMI de 256 pg/mL (Storani
et al., 2019), por mencionar también que los extractos de Eugenia churutensis tienen
actividad antibacteriana sobre Enterococcus faecalis y S. aureus, demostrando que
dicho extracto es mayormente rico en cadinol (Sornoza et al., 2018), dichos estudios
se pueden correlacionar con los diferentes compuestos que han sido aislados de B.

salicifolia asi como la actividad antibacteriana que este trabajo demostro.

9.7 Espectroscopia de FT-IR: Determinacion estructural de la fraccion
29 de B. salicifolia.

Los flavonoides junto con los diterpenos son los compuestos que mas frecuentemente
se encuentran presentes en el género Baccharis. En el presente trabajo en una primera
etapa de la caracterizacion de la fraccion 29 el extracto de acetona obtenidos a partir
de la planta B. Salicifolia, se empled espectroscopia infrarroja que nos muestra la
informacion de los diferentes grupos funcionales presentes. La figura 9 muestra el
espectro FT-IR de la fraccion 29-2 en donde se observa una gran banda de
estiramiento de los grupos OH de alcoholes en ~3400 cm™ que, acoplada a la banda
de estiramiento de los grupos C-H en aproximadamente 2900 cm, confirma la
presencia de una gran cantidad de grupos OH unidos a enlaces C-H como los que se
han reportado estar presentes en los flavonoides. Ademas, se espera que esta banda
sea ancha cuando existen interacciones intermoleculares de enlace de hidrégeno, lo
cual es de esperarse en estructuras quimicas del tipo flavonoide. En aproximadamente
1640 cm se observa una banda que puede asociarse a la vibraciéon de estiramiento

de los enlaces C=C con hibridacién sp? de los anillos aromaticos. En la regiéon entre
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~980 y 1400 cm se encuentran las frecuencias de balaceo de los enlaces C-H con
hibridacion sp3, probablemente superponiéndose a las frecuencias derivadas de los

enlaces C-H con hibridacion sp?.

Las bandas observadas en aproximadamente 1050 cm-1 y 1080 pueden asociarse a
la vibracion de estiramiento C-O (oxigeno de un alcohol primario) y a un éter alifatico

ciclico respectivamente.

2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 60O

WavenLirber

3800 36C 3400 3220 3000 2800 2600

Figura 9. Espectro FT-IR de la fraccién 29-2 de B. salicifolia.

Estudios como los de Retnasamy et al., 2016 muestran que el 3410.24 cm™ indicado
para grupos (-OH) correspondientes a fenoles, los cuales se correlacionan con los

resultados obtenidos en el grafico del FT-IR correspondiente a la fraccién 29.
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10. CONCLUSION

e Los extractos obtenidos a partir de etanol, acetona, acetato de etilo y éter etilico
anhidrido presentaron actividad antibacteriana contra el género Staphylococcus
con lo que se demuestra que B. salicifolia es una fuente abundante de
metabolitos de carécter poco polares, medianamente polares y no polares.

e Los metabolitos con mayor actividad antibacteriana son de caracter no polar,
esto se revelo con ayuda de la cromatografia de capa fina donde la actividad
antibacteriana se encuentras en la parte inferior de la placa de cromatografia.

e La fraccion 29 del extracto de acetona fue la que presento mayor actividad con

un 210.5% mas eficaz en comparacién con el antibiético vancomicina.

e Se demostro que la CMI para S. aureus ATCC 29213 la CMI es de 0.312 mg/mL,
S. epidermidis ATCC 12228 la CMI es de 0.625 mg/mL, S. saprophyticus
(silvestre) la CMI es de 1.25 mg/mL y S. aureus (silvestre) la CMI es de 0.156
mg/mL.

e Ladeterminacion de los grupos funcionales de la fraccion 29 de B. salicifolia por
FT-IR mostro que contiene grupos O-H que podrian ser caracteristicos de los

flavonoides.
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11. RECOMENDACIONES

e Realizar purificacion de la fraccion 29.

e Realizar cromatografia de gases para su caracterizacion.

e Caracterizar los metabolitos secundarios encargados de la actividad
antibacteriana.

e Evaluar la actividad antibacteriana de el o los metabolitos identificados.
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13. ANEXOS

Tabla 3. Efectos de inhibicién antibacteriana de los diversos extractos de B. salicifolia

Extractos B. salicifolia / Bacterias E. coli Ps. aeruginosa S. aureus S. epidermidis = S. saprophyticus

Extracto con agua (10 min) - - - - -

Extracto con agua (30 min) - - - - -

Extracto con agua (60 min) - - - - -

Extracto con etanol (10 min) - - + + +
Extracto con etanol (30 min) - - + + +
Extracto con etanol (60 min) - - + + +
Extracto con acetona (10 min) - - + + +
Extracto con acetona (30 min) - - ++ + +
Extracto con acetona (60 min) - - +++ ++ ++
Extracto con acetato de etilo (10 min) - - + + +
Extracto con acetato de etilo (30 min) - - + + +
Extracto con acetato de etilo (60 min) - - + + +
Extracto con hexano de etilo (10 min) - - + + +
Extracto con hexano (30 min) - - + + +
Extracto con hexano (60 min) - - + + +
Extracto con éter etilico anhidrido (10 min) - - + + +
Extracto con éter etilico anhidrido (30 min) - - + + +
Extracto con éter etilico anhidrido (60 min) - - + + +

Control negativo - -

Control positivo +++ +++ +++ +++ ++4+

Donde (-): Nula inhibicién, (+): Poca inhibicion, (++): medina inhibicién, (+++): maxima inhibicion
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