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Resumen

Euphorbia aff. viridis (Klotzsch Garcke) Boiss. es una especie vegetal perteneciente a la familia Euphorbiaceae, forma parte
de las mas diversas del continente americano, y es empleada en multiples tratamientos en medicina ancestral. En el
presente estudio se analizaron los compuestos organicos extraidos de las hojas de la planta. Se estableci6 la descrip-
cién y clasificaciéon taxonémica de la especie vegetal. Para el estudio fitoquimico se analizaron los fenoles, taninos,
saponinas, cumarinas, lactonas y flavonoides, observandose resultados positivos para cada compuesto quimico. La
caracterizacién quimica mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de Masas GC-MS, mostré 36,66 %
de lanosterol, 12,25 % B-sitosterol, 5,11% 3 — p — colest —4 —en —3 — ol, 4,73 % 4cido hexadecanoico como elementos
mayoritarios. El ensayo microbiolégico de extractos etandlicos mostré un porcentaje de inhibicién del 44 % sobre Kleb-
siella pneumoniae (ATCC70693) y 43 % en Escherichia coli (ATCC10536) con una CMI de 30ul/ml para cada cepa, y
se observé un resultado negativo de inhibicién para Staphylococcus aureus (ATCC24213). Los extractos organicos de
Euphorbia aff. viridis (Klotzsch Garcke) Boiss. presentaron actividad antimicrobiana pudiéndose observar su potencial
uso como agentes antimicrobianos.
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Abstract

Euphorbia aff. viridis (Klotzsch Garcke) Boiss. a plant species belonging to the Euphorbiaceae family, is one of the most
diverse of the American continent, and is used in multiple treatments in ancestral medicine. In the present study, or-
ganic compounds extracted from the leaves of the plant were analyzed. The description and taxonomic classification
of the plant was established. For the phytochemical study, phenols, tannins, saponins, coumarins, lactones and flavo-
noids were analyzed, and positive results were observed for each chemical compound with the exception of alkaloid
compounds. The chemical characterization by gas chromatography coupled to mass spectrometry GC-MS, showed
36,66 % lanosterol, 12,25 % B-sitosterol, 5,11 % 3 — B — cholest —4 — en — 3 — ol, 4,73 % hexadecanoic acid as major ele-
ments. The microbiological assay of ethanolic extracts showed a 44 % inhibition percentage on Klebsiella pneumoniae
(ATCC70693) and 43 % on Escherichia coli (ATCC10536) with an MIC of 30ul/ml for each strain, and a negative inhibi-
tion result was observed for Staphylococcus aureus (ATCC24213). The organic extracts of Euphorbia aff. viridis (Klotzsch
Garcke) Boiss. presented antimicrobial activity being able to observe their potential use as antimicrobial agents.
Keywords: Antimicrobial, organic extract, GC-MS, Euphorbia aff. viridis (Klotzsch Garcke) Boiss.
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Evaluacion microbioldégica 'y composicion quimica de extractos orgdnicos de Euphorbia aff. viridis
(Klotzsch & Garcke) Boiss sobre Staphylococcus Aureus, Klebsiella Pneumoniae y Escherichia

Coli

1 Introduccion

En la poblacién ecuatoriana, el uso de plantas con
fines terapéuticos estd estrechamente ligado a tradi-
ciones culturales. Actualmente, la etnobotanica ha
despertado una conciencia de cambio en las gene-
raciones cientificas y académicas, y estudios reali-
zados por Coy, Gémez y Castiblanco, (2016), des-
criben la importancia medicinal, la taxonomia y los
usos etnobotadnicos de especies del género Euphor-
biaceae. La familia Euphorbiaceae comprende alre-
dedor de 8100 especies; es comtin en paises tropica-
les, y forma parte de las familias més diversas en-
tre las Magnolophytas, después de las Orchidaceas,
Asterdceas, Fabaceas, Poaceas y Rubidceas (Ogbulie
y col.,, 2007; Zegarra, 2015). Esta familia es una de
las Angiospermas con mds diversidad en cuanto a
su habitat y morfologia, varian en tamafio desde los
arboles como el Havea con gran altura hasta plantas
mas pequefias como los cactus (Al-Mughrabi, 2003;
Coy, Gémez y Castiblanco, 2016). Segun estudios
etnobotanicos realizados por Mwine y Van Damme,
(2011) y Oyerma y col., (2010) la familia Euphorbia-
ceae es empleada con fines medicinales, como la es-
pecie Hura crepitans L., que se caracteriza por poseer
caracteristicas astringentes.

En la medicina ancestral, el uso de especies de la
familia Euphorbiaceae es variado, pudiendo utili-
zarse en dermatologia, como fungicida y antimicro-
biano, para tratamiento de enfermedades gastroin-
testinales, y enfermedades bacterianas como la go-
norrea (Azuaje y col., 2017). Estudios realizados por
Sabandar y col., (2013) sobre el género Jatropha han
descrito su uso en enfermedades de la piel, como in-
fecciones e inflamaciones.

Euphorbia aff. viridis (Klotzsch & Garcke) Boiss. es
una planta faner6gama, y se multiplica de forma
asexual mediante estacas (Giraldo, Rios y Polan-
co, 2015). Estudios realizados por Flores Martinez y
col,, (2012) indican que su siembra se realiza cuando
la Luna inicia sus fases (Luna creciente o Luna lle-
na), debido a una mayor incidencia de los campos
magnéticos sobre el sistema radicular de la planta,
y en funcién a cada fase lunar, la influencia sobre los
tallos y su follaje serd mayor hasta el desarrollo final
de su inflorescencia. Una vez concluida esta etapa,
se realiza la cosecha en luna llena, ya que las par-
tes que conforman la planta se encontraran con un
mayor porcentaje de cada uno de sus compuestos
quimicos constituyentes, pudiéndose emplear po-
tencialmente en medicina tradicional (Torres, 2012).

LA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 29(1) 2019:119-129.

(©2019, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

Las investigaciones y aportes realizados en Ecuador
sobre Euphorbia aff. viridis (Klotzsch & Garcke) Boiss.
con respecto a sus propiedades medicinales son es-
casos. Estudios realizados por Bittner y col., (2001)
mostraron que Euphorbia peplus, Euphorbia lactiflua,
Euphorbia portulacoides y Euphorbia serpens poseen
actividad antimicrobiana, siendo un indicativo pa-
ra que Euphorbia aff. viridis (Klotzsch & Garcke) Boiss.
tenga compuestos quimicos con propiedades simi-
lares referente a las especies descritas.

En este estudio se propuso relacionar las propie-
dades terapéuticas propias del extracto con la acti-
vidad bioldgica contra agentes microbianos (Zam-
pini, Cudmani e Isla, 2007), es por ello que se
utilizaron diferentes técnicas para el andlisis fi-
toquimico y la actividad antimicrobiana (Lopez
Ramosa y col., 2016), sobre Staphylococcus aureus
(ATCC24213), Klebsiella pneumoniae(ATCC70693) y
Escherichia colilATCC10536). En el presente estudio
se analizaron los compuestos presentes en Euphor-
bia aff. viridis (Klotzsch & Garcke) Boiss. siguiendo los
estudios de Suzuki y col., (2006), dando las pautas
necesarias para el aprovechamiento de esta especie
vegetal que crece en Ecuador, para su posterior uso
en medicina ancestral.

2 Materiales y métodos

La identificacién taxonémica de la especie se lo
realizé el 9 de agosto del 2017 por medio de un cu-
rador del Herbario de la Universidad del Azuay, en
Cuenca, Ecuador.

Figura 1. Planta Euphorbia aff. viridis (Klotzsch & Garcke)
Boiss. con Flor
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2.1 Recoleccion de material veguetal

Se recolectaron las hojas de la planta Euphorbia aff.
viridis (Klotzsch Garcke) Boiss. en el Cantén Cuen-
ca, Provincia del Azuay, Ecuador (Long: -79.0093518
Lat: -289014096), mediante el uso de tijeras de po-
dar Stanley Steel, posteriormente fueron recolecta-
das en recipientes de Isopropileno y trasportadas a
los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Uni-
versidad Politécnica Salesiana.

2.2  Obtencion de extractos

Las hojas frescas de Euphorbia aff. viridis (Klotzsch &
Garcke) Boiss. fueron secadas a 60°C por un perio-
do de ocho (8) dias, y mediante presién mecanica
se pudieron obtener particulas finas. La cantidad
de materia vegetal que se utilizé fue de 50g para
extracto seco como para extracto fresco. Posterior-
mente, se obtuvo 10ml de extracto mediante mace-
racién con etanol absoluto, eliminando el solvente
utilizando un evaporador rotativo TECNAL TR-211
(Hernandez Ocura y col., 2014; Gonzalez Villa, 2004;
Muhammad Abubakar, 2009).

2.3 Analisis fitoquimico

Se realiz6 la determinacién y presencia de fenoles y
taninos, saponinas, cumarinas y lactonas, flavonoi-
des, quinonas y alcaloides en el extracto obtenido
segiin Lopez Ramos y col., (2017).

2.4 Cromatografia de gases-espectrometria
de masas GC-MS

Se utiliz6 un cromatégrafo de gases Agilent mode-
lo GC-6890 acoplado a un espectrémetro de masas
cuadrupolar HP 5973N. La inyeccién de la mues-
tra se realiz6 por el modo “split” con una relacién
1:10 (Parrales, Reyes y Pine Tobar, 2012), siendo la
temperatura del inyector 280°C. Se trabajé con una
temperatura inicial de 80°C, incrementdndose has-
ta 310°C, seguido de un proceso isotérmico de 20mn
(Garcia Lujan y col., 2010). El volumen final de in-
yeccion fue de 1 ul. Los componentes de la muestra
se fraccionaron en la columna HP-5MS. El tiempo
total de elucién fue de 100 minutos, operado por io-
nizacién electrénica a 70eV con un rango de masas
de 35 — 700uma. Como gas portador se utilizé helio
a un flujo de 0, 8ml /min.
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2.5 Estudio microbiolégico

Se utilizo6 la técnica de la difusién en agar emplean-
do discos, basados en los lineamientos y protocolos
establecidos por Clinical Laboratory Standars Insti-
tute (CLSI) y la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). Existe un fundamento en la relacién entre
la concentracién del antibiético a utilizar y la for-
macién de halos de inhibicién que éste produce so-
bre la superficie de la placa que contiene el medio
de cultivo (Ramirez, Castillo y Vargas, 2013). Se uti-
liz6 extracto de hoja seca y extracto de hoja fresca
en concentraciones de extracto puro (100%), 80/20
y 50/50 etanol-agua.

2.6 Evaluacion de actividad antimicrobia-
na

Se pes6 0,03¢g del extracto crudo y se solubilizé con
Iml de Dimetilsulféxido (DMSO) de grado analiti-
co para lograr una concentracion de 30mg/ml. Pa-
ra la activacién de los microorganismos: Staphy-
lococcus aureus (ATCC24213), Klebsiella pneumoniae
(ATCC70693) y Escherichia coli (ATCC10536), se ais-
laron las bacterias en agar nutritivo de marca Acu-
media, preparado segun especificaciones de la casa
matriz y esterilizada en autoclave a 121°C y 1 at-
mosfera durante 15 min.

El procedimiento se realiz6 mediante la técnica de
agotamiento de la muestra por estria, en cajas petri,
incubadas durante 18 — 24 horas a 37°C. Concluido
el tiempo de incubacién, con ayuda de un asa bac-
terioldgica estéril, se tomaron de 3 a 5 colonias mor-
folégicamente similares y se suspendieron en una
solucién salina NaCl al 0,9 % hasta alcanzar la tur-
bidez comparable con el patrén 0,5 de McFarland,
de manera cualitativa.

Para el ensayo de actividad antibacteriana se em-
ple6 agar Muller-Hilton de marca Difco’, este fue
colocado en cajas petri, las cuales fueron impregna-
das con 100ul/caja con la suspension ajustada de
cada bacteria indicadora, también se emplearon dis-
cos estériles de 6mm de didmetro, humedecidos con
10ul de extracto diluido; como control positivo se
us6 cloranfenicol en concentracién de 100ul/ml y
como control negativo se empleé DMSO. Seguida-
mente las cajas petri se incubaron a 37°C por 24 ho-
ras; cada uno de los ensayos se realiz6 por triplicado
(Hammer, Carson y Riley, 1999).

El porcentaje de inhibicién se calculé mediante la
férmula (1), teniendo como referencia la medicién
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del didmetro de la zona de inhibicién del control po-
sitivo y la medicién del halo de los extractos testea-
dos (Corzo Barragan, 2012). Donde @ halo extrac-
to, es el didmetro del halo formado por el disco que

%Inhibicién =

(@halo extracto — @halo blanco)

contiene el extracto; @ halo blanco, es el didgmetro
del halo formado por el disco del control negativo y
@ halo control positivo, es el didmetro del halo for-
mado por el disco con el control positivo.

x 100

(@halo control positivo — @halo blanco)

2.7 Determinacion de la concentracion mi-
nima inhibitoria (CMI)

La concentracién minima inhibitoria (CMI), se apli-
c6 para determinar la menor concentracién de cada
uno de los extractos que inhibe el crecimiento de
las bacterias. El punto final (CMI) se considera la
menor concentracién de compuesto frente a la cual
el microorganismo ensayado no presenta desarro-
llo visible (Cruz, Rodriguez y Rodriguez, 2010). La
CMI, fue evaluada solo para extractos que eviden-
ciaron inhibicién frente a las bacterias de referencia,
y se realiz6 por el método de dilucién en agar TSB
(marca Acumedia), en donde se incorporé el ex-
tracto a evaluar en el medio con agar. La técnica
fue realizada en micro placas con fondo plano de
24 pocillos, en las cuales se dispusieron diferentes
voltmenes de solucion de los extractos en cada po-
cillo y se realizaron micro diluciones con el medio
de cultivo.

Las concentraciones probadas fueron 30ul/mi,
15ul/ml,  7,5ul/ml, 3,75ul/mi, 1,875ul/ml 'y

(D

0,9375ul/ml para K. pneumoniae, y desde 60ul/mi
para E. coli. En cada pozo se sembraron 2ul de
Klebsiella pneumoniae (ATCC70693) y Escherichia co-
li (ATCC10536) a una concentracién de 1,5 x 106
UFC/ml, comparables al tubo 0,5 en la escala de
turbidez de McFarland. Después de 24 horas de
incubacién a 37°C, las microplacas se examinaron
visualmente.

3 Resultados

La cantidad obtenida de extracto seco fue de
14,82ml y de extracto fresco 20,44ml. En la tabla 1
se muestra el tamizaje fitoquimico correspondiente
al extracto obtenido a partir de Euphorbia aff. viridis
(Klotzsch Garcke) Boiss. y solucién de etanol al 100 %.
En la Tabla 2 se recogen los resultados de la presen-
cia de Alcaloides en el extracto analizado. El anélisis
de cromatografia de gases acoplado a espectrome-
tria de masas GC-MS, pudo evidenciar los resulta-
dos expuestos en la Tabla 3.

Tabla 1. Resultados de tamizaje fitoquimico.

Componentes

Resultados

Ensayo de Fenoles y Taninos
Ensayo de Cumarinas y Lactonas
Ensayo de Quinonas
Ensayo de Saponinas
Ensayo de Catequinas

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Tabla 2. Resultados de Ensayo de Alcaloides

Ensayo Resultados
Ensayo de Dragendorff =~ Negativo
Ensayo de Wagner Negativo
Ensayo de Mayer Negativo
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Tabla 3. Resultados de Ensayo de Cromatograffa de masas.

No. Tr AbundanciaRelativa % Compuesto

1 5722 0,92 Acido benzoico

2 6623 0,52 Glicerol

3 21499 1,46 Ester etilico del 4cido hexadecanoico
4 22547 4,73 Acido hexadecanoico

5 24905 10,40 3,7,11,15-tetrametill-2-hexadecenol
6 25417 0,81 Acido- 9,12- octadecenoico

7 25529 2,26 Acido —a-linoleico

8 26006 1,20 Acido octadecanoico

9 38944 5,49 Desconocido

10 40298 36,66 Lanosterol

11 40852 13,72 Lanosterol (isémero)

12 41213 12,15 [B-sitosterol

13 41608 291 B-amirina

14 41872 1,66 Cicloartenol

15 42248 5,11 3-B-colest-4-en-3-ol

*Tr: Tiempo de retencién en columna.

El anélisis antibacteriano frente a los mi-
croorganismos aislados:  Staphylococcus — aureus
(ATCC24213), Klebsiella pneumoniae (ATCC70693)
y Escherichia coli (ATCC10536), se muestra en la ta-
bla 4. El estudio fue realizado en base al extracto
obtenido de hojas frescas y secas en solucién eta-
nélica, dando como resultado que las hojas secas

presentan mayor actividad antimicrobiana frente al
extracto de hojas frescas. Los extractos estudiados
presentaron inhibicion frente a Klebsiella pneumoniae
(ATCC70693) y Escherichia coli (ATCC10536) siendo
negativo para Staphylococcus aureus (ATCC24213),
teniendo mejores resultados en los extractos de ho-
jas secas.

Tabla 4. Resultados ante la prueba de actividad antimicrobiana del extracto etandlico.

100.00% 80/20  50/50
Staphylococcus aureus  SECO ) ) )
(ATCC 24213) FRESCO (-) -) )
Klebsiella pneumoniae ~ SECO (+) (+) )
(ATCC 70693) FRESCO (+) ) )
Escherichia coli iﬁggc o EI; Ej-)) 8

(+) Resultado positivo, (-) Resultado negativo.

En las figuras 3 y 4, se expone de manera por-
centual la inhibicién del extracto frente a los micro-
organismos empleados, calculado de acuerdo con
el halo de inhibicién y teniendo como referencia el
control positivo. Siguiendo el protocolo propuesto
por Corzo Barragan, (2012), se determiné la CMI a
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las 24 horas correspondientes al tiempo de observa-
cién, teniendo en consideracién que la inhibicién se
realiza en una concentracién de 30ul/ml en ambos
estudios. En las Figuras 4 y 5, se presentan los re-
sultados obtenidos de CMI frente a K. pneumoniae y
E. coli respectivamente.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicién de los extractos etandlicos frente a Klebsiella pneumoniae.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de los extractos etandlicos frente a la Escherichia coli.

4 Discusion

El extracto alcohdlico de hojas secas y frescas de
Euphorbia aff. viridis (Klotzsch & Garcke) Boiss. con-
firmé la presencia de fenoles, taninos, cumarinas y
lactonas, quinonas, saponinas y catequinas, dando
control positivo al andlisis fitoquimico correspon-
diente y mostrando similitud con los estudios reali-
zados por Gutiérrez Gaitén y col., (2011), donde lac-
tonas, fenoles, cumarinas y taninos fueron aisladas
a partir de extractos hexdnicos y de extracto de ace-
tato de etilo. Por otro lado, en el “Estudio fitoquimi-
co de las hojas de la especie vegetal Croton schiedea-
nus (Euphorbiaceae)” realizado por Chiappe, (2015),
se pudo evidenciar la presencia de metabolitos se-
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cundarios de tipo carotenoide, fendlico, flavonoide
y alcaloide, lo que esta de acuerdo con la quimio ta-
xonomia de la familia y el género.

No se detect6 la presencia de alcaloides en este es-
tudio con relacién a varias especies estudiadas del
género, cuyo resultado ha sido positivo, como en
Bittner y col., (2001), quienes expresan que se ais-
laron alcaloides del tipo morfina y aporfina. Gomes
y col., (2017), realizaron un estudio sobre “Caracte-
risticas fisicoquimicas y efecto citotéxico del extrac-
to metandlico de Croton heliotropiifolius Kunth (Eup-
horbiaceae)”, donde el andlisis fisico-quimico realiza-
do mediante TLC, HPLC, FI-IR y UV-Vis, revel6 la
presencia de flavonoides y la ausencia de alcaloides,
cumarinas, saponinas y taninos condensados.
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Figura 5. Resultado de la concentracion minima inhibitoria frente a Escherichia coli.

GC-MS es una método muy robusto para en ana-
lisis de las moléculas quimicas presentes en una es-
pecie vegetal, pudiendo establecer sus compuestos
mayoritarios asi como posibles marcadores quimi-
cos para la especie de interés (Valdéz, Delgado y Ra-
mirez, 2018). Con respecto al andlisis de GC-MS de
Euphorbia aff. viridis (Klotzsch & Garcke) Boiss., se pu-
do identificar la presencia de acido benzoico 0,92 %,
glicerol 0,52 %, éter etilico del dcido hexadecanoi-
co 1,46%, acido hexadecanoico4,73 %, 3,7, 11,15-
tetrametill-2-hexadecenol 10,40 %, acido- 9,12- oc-
tadecenoico 0,81 %, acido —a-linoleico 2,26 %, &ci-
do octadecanoico 1,20%, lanosterol 36,66%, la-
nosterol (isémero) 13,72 %, B-sitosterol 12,15%, -
amirina 2,91 %, cicloartenol 1,66 %, 3-f-colest-4-en-
3-0l15,11 %, siendo el Lanosterol con 36,66 % el com-
puesto mayoritario.
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Rodriguez Pava, Zarate Sanabria y Sdnchez Leal,
(2017), en “Actividad antimicrobiana de cuatro va-
riedades de plantas contra la importancia clinica de
patégenos en Colombia”, concluyen que los flavo-
noides y quinonas poseen propiedades antibacte-
rianas importantes, que al contacto con Streptococ-
cus pneumoniae y Staphylococcus aureus han mostra-
do actividad sobre dichas cepas, siendo nula para
Staphylococcus aureus (ATCC24213) en este estudio.

En estudios realizados por Alvarez y Toso, (2018),
sobre la especie Euphorbia peplus mostraron resulta-
dos positivos para actividad antimicrobiana contra
S. aureus, mientras que Euphorbia serpens es efecti-
vo contra E. coli y S. aureus; guardando similitud
con los resultados obtenidos en este estudio donde
se observo bioactividad del extracto al 100% sobre
Escherichia coli. Corzo Barragédn, (2012) y Ogbulie y
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col., (2007), muestran que la familia de las Euphor-
biaceas posee actividad antimicrobiana, pudiéndose
observar dicha actividad sobre Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli en el presente estudio.

5 Conclusion

El lanosterol es un compuesto triterpénico tetra ci-
clico que integra mayoritariamente los extractos or-
génicos de Euphorbia aff. viridis (Klotzsch & Garc-
ke) Boiss. que se desarrolla en la regién Andina del
Ecuador, y que podrian ser utilizados como mar-
cadores quimicos de la especie estudiada. Los ex-
tractos orgénicos son compuestos generalmente se-
guros para su uso en farmacologia y cosmetologia,
donde su actividad antimicrobiana frente a E. coli y
K. pneumoniae, demuestran su potencial uso como
agente antimicrobiano y para su empleo en la me-
dicina ancestral.
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