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RESUMO

Este trabalho de pesquisa teve como foco o desenvolvimento da formulagdo de um xarope a base
de extratos vegetais de buganvilia, canela, caléndula, eucalipto e itamo para inibir o crescimento de
S. aureus e S. pyogenes, bactérias associadas a infec¢des respiratorias. Determinar os metabolitos
secundarios nos extratos metandlicos de cada espécie, bem como avaliar a atividade antibacteriana
dos extratos em xaropes, € sua capacidade antioxidante. Verificou-se que o extrato de eucalipto € o
melhor para inibir as bactérias, assim como na forma de xarope, e o extrato de canela ¢ o melhor
antioxidante.

Palavras-chave: metabolitos secundarios, atividade antibacteriana, atividade antioxidante.

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo el modelaje para la elaboracion de la
formulacion de un jarabe a base de extractos vegetales de bugambilia, eucalipto, canela, caléndula
¢ itamo para inhibir el crecimiento de S. aureus y S. pyogenes, bacterias asociadas con las
infecciones respiratorias. Determinando los metabolitos secundarios presentes en los extractos
metanolicos de cada especie, asi como también evaluando la actividad antibacteriana de los
extractos y de los jarabes, y su capacidad antioxidante. Se encontr6 que el extracto de eucalipto es
el mejor para inhibir a las bacterias, al igual que en su forma de jarabe, y el extracto de canela es el
mejor antioxidante.

Palabras clave: metabolitos secundarios, actividad antibacteriana, actividad antioxidante.

1 INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos se han usado diferentes métodos de conservacion de la salud a través
de la herbolaria. Actualmente Francia es el pais que mas ha repuntando en la obtencion de nuevas
estrategias de generacion de conocimiento sobre los productos naturales, por cada proceso de
elucidaciéon de metabolitos para identificar los principios activos. Sin embargo, desde tiempo
inmemorial las culturas indigenas mexicanas han acostumbrado colectar los azares cada afio el
primer viernes de marzo en la translacion del invierno a la primavera, predmbulo de la floracién del
21 de marzo cuando entra con frenesi la primavera. Es costumbre recabar flores, botones florales y
cortezas que se vierten en alcohol para masajes o aguardiente para masajes y para tomar, lo que
indica que es un solvente sustentable y potable apropiado para el consumo humano. En las culturas
popolucas, nahuatl, mixtecas y totonacas esta mezcla se denomina yolispa, curado. curalo todo,
digestivo, relajante, y se acostumbra guardar en un lugar oscuro y en fosas de tierra, con la finalidad
de conservarlo hasta ocuparlo. En la construccion del pensamiento cientifico son poliextractos, que
tienen innumerables funciones debido a que traspasan los objetivos de muchos antibioticos desde la
actividad antimicrobiana y antioxidante. El desequilibrio que causa estrés oxidativo y el balance del
equilibrio de la flora mediante la conjuncion de sus metabolitos extraidos en un solvente
medianamente polar, esta ventaja comparativa general la detencion del estrés oxidativo,

manteniendo estable la salud humana y hasta de cualquier ser vivo, por lo tanto, este trabajo tiene

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.6, n.1, p. xx-xx, jan./mar. 2023



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research
ISSN: 2595-573X

142

como objetivo revelar el comportamiento de los extractos de forma individual y combinada en la

actividad antimicrobiana y antioxidante.

2 MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de material vegetal

El material vegetal consta de cinco especies de plantas, de las cuales se obtuvieron flores de
bugambilia roja y morada, frutos de eucalipto, corteza de canela y hojas de itamo obtenidos de
diferentes lugares. Las muestras fueron colectadas en la comunidad de Acahuizotla Municipio de

Chilpancingo Guerrero. Se estudiaron dos variedades de caléndula (S2 y S3).

Lavado y secado
Para la canela y eucalipto las plantas se separaron por partes, se lavaron con agua y se secaron
a temperatura ambiente. Para la bugambilia y el itamo se colocaron en bolsas de papel perforadas

en una estufa de conveccion a una temperatura de 60 °C, volteandolas diario durante tres dias.

Obtencion de los extractos

Para la obtencion de los extractos se pesaron 60 gramos de cada muestra, adicionando 500
ml de etanol al 95 %, mediante el método de soxhlet a diferentes ciclos de lavado. Una vez obtenidos
los extractos, fueron concentrados en un rotavapor hasta obtener un volumen minimo, para luego
dejar secarlos a temperatura ambiente con el fin de evaporar el resto del solvente y asi obtener un

extracto crudo.

Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos

Se utilizaron cepas de bacterias de S.pyogenes y S.aureus. Se seleccionaron los medios de
cultivo agar Mueller-Hinton (anexo 6) para S. aureus y agar sangre para S.pyogenes.

Primero se preparé el inéculo de las cepas bacterianas a utilizar, ajustandolos con un
nefelometro de 0.5 de la escala de MacFarland, correspondiente a una concentracion de 1.5 x 108
celulas /mL.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizé con el método de Kirby-Bauer

Se tomaron 0.5 g de cada uno de los extractos crudos y se aforo en 3 mL de etanol, quedando
todos los extractos a una concentracion de 0.166 mg mL™. Después se tomaron discos de papel
estériles a los que se les adiciond 20 pL, agregando en total de 3.33 pg pL? de extracto crudo en

cada disco, se dejaron secar en una caja de petri, posteriormente se colocaron en los medios de
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cultivos. EIl control positivo fue un disco de penicilina de 10 pg y el negativo fue un disco con 20
ML de etanol. Cada una de las pruebas se realiz6 por triplicado.

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos de las plantas en el estudio, se realizd por el
método del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Se tomaron 10 pL de cada extracto, 2 mL de DPPH
realizando tres repeticiones. Todas las reacciones fueron incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente, en tubos de ensayo protegidas de la luz, después, se midieron las absorbancias a 520 nm
en un espectrofotometro.

El porcentaje de inhibicion del DPPH se calculé mediante la expresion:

L 100

inhibicion = % I

En donde A = Absorbancia del blanco, Al= Absorbancia de la muestra.

Los resultados se expresaron como concentracion inhibitoria IC50 (en mg mL™), esto es, la
cantidad de sustancia en 1 ml de reaccion, necesaria para disminuir al 50% la concentracion inicial
de DPPH.

Formulaciones y preparacion de los jarabes

Para la elaboracion de un jarabe es importante seleccionar con sumo cuidado la sacarosa y
usar agua purificada desprovista de sustancias extrafas, utilizar vasos y recipientes limpios. Esta
operacion debe ser conducida con cuidado para evitar la contaminacion y garantizar la estabilidad
del producto.

Tabla 2. Ingredientes de las formulaciones

Materia prima Funcién
Extractos de bugambilia, canela, caléndula, Principio activo
eucalipto e itamo
Microencapsulado Colorante y regulador de Ph
Agua Vehiculo
Sabor uva Saborizante
Miel Edulcorante
Peptina Espesante
Alcohol Cosolvente
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El procedimiento se realizé de acuerdo a lo establecido en el Codigo PN/L/FF/004/00. Se
realizaron formulaciones utilizando los diferentes extractos, por separado y en conjunto para ver la
efectividad de cada uno, el procedimiento fue el siguiente:

Se pesaron todos los componentes de la formula; se afiadio en el agua miel de abeja y se
agitd suavemente hasta obtener una mezcla homogénea, después se adicioné un colorante
(microencapsulado de jamaica): enseguida se incorpord el saborizante; por Gltimo se afiadio el
principio activo y se agité suavemente la mezcla

Las cantidades utilizadas no seran proporcionas por qué se quiere patentar la formula.

Determinacion de grados brixy pH

El pH se define como el valor dado por un instrumento potenciométrico adecuado,
estandarizado apropiadamente, capaz de reproducir valores de pH de hasta 0.02 unidades de pH
usando un electrodo indicador sensitivo a la actividad del ion hidrdgeno, un electrodo de vidrio y
un electrodo de referencia adecuado.

Calibrar el equipo con Buffer pH 4.0 y Buffer pH 7.01, colocar el equipo en la opcion
medicion. tomar 20 mL de jarabe, colocar en beaker de 100 mL, sumergir el electrodo en la muestra
y hacer la lectura de pH, para esta prueba no existe especificacion, para medir los grados brix de las
formulaciones se utilizo6 el refractometro modelo WYA (2WAJ) en el cual se coloco una gota de
las muestras y se observaron los grados brix que tenian las muestras.

Posteriormente cuando las formulaciones tenian la cantidad de azucar necesaria se midio el

pH de la solucion con un potenciémetro de la marca corning.

Evaluacion de la actividad antibacteriana del jarabe
Para evaluar el efecto inhibidor de las formulaciones obtenidas sobre el crecimiento de las
cepas bacterianas, se utilizé la misma metodologia realizada para los extractos crudos de las cinco

plantas colocando 10 pL en cada disco.

3 RESULTADOS
El cuadro 3 muestra que todos los jarabes tienen grados brix de 59.2 y valores de pH que

varian de 5.1 a 5.5, pero cumplen con lo establecido por la NMX-F-169-1984.
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Cuadro 4. Determinacion pH de las formulaciones realizadas.

Formulaciones pH Grados brix
Bugambilia 5.4 59.2
Canela 5.3 59.2
Caléndula 5.1 59.2
Itamo 5.2 59.2
Eucalipto 55 59.2
Mezcla 5.4 59.2

Analisis estadistico de los antibiogramas realizados para determinar la actividad
antibacteriana de las muestras procesadas.

El analisis estadistico de las variables se realiz6 con el Software R version 3.3. Para las tres
variables respuesta de interés en el estudio se presentan medias, varianzas y graficas para 34
tratamientos. Estos se obtienen al considerar los siete extractos, tres formulas-cepas y dos bacterias,
los cuales se describen en el Cuadro 5.

Para determinar si son iguales las medias de los halos de inhibicion de los 34 tratamientos

se usé un disefio completamente al azar, cuyo modelo estadistico es:
Yij =u + T; + Eij

Donde Y;;es el halo de inhibicion, u es la media general y t; es el efecto del tratamiento i.
El modelo supone que los errores ¢;; tienen distribucion normal, son independientes y tienen
varianzas homogéneas.

La medias de los tratamientos se muestran en el Cuadro 5. Se observa que las formulas
basadas en caléndula tienen medias de halos de inhibicion muy pequefias, por el contrario algunas

férmulas basadas en penicilina tienen los mejores resultados. Esto se aprecia mejor en la Grafica 1.

Grafica 1.Distribucion de los halos de inhibicién de los tratamientos estadisticos estudiados.
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El analisis de las medias de los halos de inhibicion en los tratamientos mediante un disefio
completamente al azar mostrd que no se cumplen los supuestos del modelo. Se rechazd que los
residuos tienen distribucion normal porque las pruebas estadisticas de normalidad tienen valor
p<0.05 (Shapiro-Wilk p=1.474e-09; Anderson-Darling p=2.2e-16; Lilliefors Kolmogorov-
Smimov p= 2.2e-16). También se rechazd que hay homogeneidad de varianzas de los residuos de
los tratamientos ya que algunas pruebas tuvieron valor p<0.05 (Levene p=0.03471; Bartlett p=2.2e-
16; Fligner-Killeen p=0.1325).

El andlisis final se realiz6 con la transformacion a rangos de los halos de inhibicion mediante
la prueba de Kruskal-Wallis que no usa los supuestos mencionados en la prueba anterior. Esta
prueba rechaza que las medias de los rangos de los halos de inhibicion de los 34. tratamientos sean
iguales. Por tanto, al menos una media de los rangos es diferente de las otras. Para identificar que
tratamientos tiene mayor media de los rangos de los halos se realiz6 la prueba de Tukey (Cuadrob).

Se identifican 12 grupos estadisticamente diferentes. En el primer grupo, con las mayores
medias estan los tratamientos PE32P, PE22P y PE11P. En el segundo grupo PE11P e IT22A. En el
tercer grupo 1T22A y IT11A. En el cuarto grupo IT11A, PE32A y EU22A. En el quinto grupo
PE32A, EU22A y PE22. En el sexto grupo CA11A, EU11Ay PEL11A. En el séptimo grupo PE11A
y JA32A. En el octavo grupo JA32A y EU22P. En el noveno grupo EU22P, CL11A, BU11P,
BU22P, CL11P. Y en el Gltimo grupo con las medias menores: BU11A, BU22A, CA11P, CA22A,
CL22A, CL22P, CL22P, CN11A, CN11P, CN22A, CN22P, CN32A, CN32P, EU11P, IT11P e
IT22P.

Cuadro 5. Tratamientos, medias de los halos de inhibicion (MHI) mm, de sus rangos (MRHI) y prueba de Tukey.

Tratamientos MRHI MHI
Penicilina, Jarabe, S.pyogenes (PE32P) 100.5 30.00?
Penicilina, Jarabes individuales, cepa dos S.pyogenes a
(PE22P) 98.2 29.33
Penicilina, Extractos individuales, cepa uno S.pyogenes b
(PE11P) 95.3 28.00
IT22A 91.2 17.00b¢
IT11A 88.3 16.00cd
PE32A 84.5 15.00¢%
EU22A 82.8 14.33¢%
PE22A 81.0 14.00¢f
CAl1l1A 76.5 12.671
EU11A 72.5 11.679
PE11A 72.3 11.33%
JA32A 66.7 10.33Ni
EU22P 62.2 9.671
CL11A 60.0 9.33i
BU11P 57.8 9.00k
BU22P 57.8 9.00ik
CL11P 57.8 9.00ik
JA32P 53.5 8.33k
BU11A 24.5 6.00'
BU22A 24.5 6.00'
CAL1P 245 6.00'
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CA22A 24.5 6.00'
CA22pP 24.5 6.00'
CL22A 24.5 6.00'
CL22P 24.5 6.00'
CN11A 24.5 6.00'
CN11P 24.5 6.00'
CN22A 24.5 6.00'
CN22pP 24.5 6.00'
CN32A 24.5 6.00'
CN32P 24.5 6.00'
EU11P 24.5 6.00'
IT11P 24.5 6.00'
1T22P 24.5 6.00'

En las gréficas siguientes se describen los resultados obtenidos del analisis estadistico de los
antibiogramas realizados de las muestras utilizadas, con los controles positivo en este caso se utilizo
un disco con 10 pg de penicilina y el control negativo fue un disco de papel con 20 pL de alcohol
con diametro de 6mm. En la gréfica 2. Se observa que para S. pyogenes, los tratamientos

Tratamientos con la misma letra tienen medias poblacionales estadisticamente iguales.
CAL11P, CL11P e IT11P presentaron un rango de 24.5 al igual que el control negativo CN11A, lo
que indica que no inhiben la bacteria, mientras que el tratamiento BU11P fue el que presentd el
poder inhibitorio minimo frente a este microorganismo con un rango de 57.83, mientras que el
tratamiento EU11P present6 la mejor actividad inhibitoria teniendo de 94.5 que se acercan mas al
PE11 con un valor de 95.33.

Gréafica 2. Medias de rango de halos de inhibicion con extractos (PE11PA: control positivo, BU11PA: bugambilia,
CAL11PA: canela, CL11PA: caléndula, EU11PA: eucalipto, IT11PA: itamo, CN11PA: control negativo, todos se retaron
contra S. pyogenes y aureus, utilizando 3.32 mg de cada extracto en la una primera cepa).
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Para la cepa de S. aureus, el tratamiento BUL11A presento un rango de 24.5 al igual que el
control negativo CN11A, mientras que el tratamiento CI11A obtuvo el menor rango de inhibicién
de 60, es decir, que el poder inhibidor de este tratamiento es minimo. Se observa también que frente
a este microorganismo los tratamientos que presentaron un mayor rango fueron: IT11A, seguido de
CA1l1A y EU11A los cuales tuvieron valores de 88.33, 76.5 y 72.5 por arriba del PE11A

presentando un rango de 72.33 que se usé como control positivo.
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Gréfica 3. Medidas de rango de halos de inhibicién de los jarabes con extractos individuales (PE22PA: control positivo,
BU22PA.: jarabe de bugambilia, CA22PA: jarabe de canela, CL22PA: jarabe de caléndula, EU22PA: jarabe de eucalipto,
IT22PA: jarabe de itamo todos se retaron contra S. pyogenes y aureus, utilizando una segunda cepa).
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FORMULACIONES

En la gréfica 3. Para S. pyogenes, se muestra que los tratamientos CA22P, CL22P e IT22P
no presentaron halos de inhibicion teniendo una media de rango igual que el CN22P (control
negativo), mientras que los jarabes de BU22P tiene una media de rango de inhibicion de 57.83 y el
EU22P presenté una media de rango de 62.17, el PE22P (antibiotico) fue el que obtuvo un mayor
halo de inhibicion esto debido a que es un tratamiento especifico para esta bacteria.

En la cepa de S. aureus, se observa que los jarabes BU22A, CA22A, CL22A tienen medias
de rangos de inhibicion de 24.5 al igual que el CN22A (control negativo), por otro lado los
tratamientos de EU22A tiene un valor de 82.83 e IT22A de 91.17 de medias de rango de inhibicion

mayores que el PE22A teniendo solo 81.00 (antibiotico) el cual se utilizd como control positivo.
Gréfica 4. Medidas de rango de halos de inhibicién del jarabes (PE32PA: control positivo, JA32PA: jarabe mezcla,
CN32PA: control negativo, todos se retaron contra S. pyogenesy S. aureus, utilizando la segundas cepas).
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En la grafica 4. Se muestra que el tratamiento que tiene mayor rango es PE32P, el cual era
de esperarse debido que este es un antibidtico especifico para estas bacterias, mientras que el jarabe
(JA32A) presentd mayor sensibilidad frente a S.aureus con un rango de 66.67, en comparacion con
S. pyogenes con un valor de 53.5.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH.

En el cuadro 6 se muestra que todas las plantas presentaron actividad antioxidante en
diferentes grados, siendo la canela la que presento mayor actividad antioxidante, lo cual se vio
reflejado en el analisis estadistico del IC50 (Cantidad de extracto necesaria para reducir el 50 % del
radical), en el cual el mejor antioxidante es aquel del que se necesita una menor cantidad para reducir
solo el 50 % del radical libre (DPPH).

Cuadro 6. Actividad antioxidante de extractos metandlicos de las plantas.

Especie Potencial antioxidante (%) CI50 (mg)®
Canela 100 £ 0.0 0.25%
Eucalipto 29.9+£0.3 0.80¢
Caléndula (S2) 33.1+0.3 0.70¢
itamo 121+0.8 2.08¢
Bugambilia roja 73.7+35 0.34°

+ Desviacion estandar. $ Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (o= 0.05).

4 DISCUSION

En base a los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana de los extractos frente a
Staphylococcus aureus se establece que los extractos de canela, itamo, caléndula y eucalipto
funcionan como inhibidores bacterianos contra estas cepas utilizando 20 pL (gréfica.2). Estudios
realizados por Marquez et al., (2005) demuestran que el itamo puede inhibir a Sthaphylococcus
aureus, Bacillus cereus, y Pseudomona aeruginisa con 10 mg ml* de extracto etandlico. Lu et al.,
(2011) establece que el aceite esencial de canela es fuerte agente antibacterianos frenta a S.aureus,
B. cereus, B.subtilis, E.coli y s. typhimurium. Martin et al., (2010) en la investigacion de
composicién quimicay propiedades antimicrobianas del aceite esencial de tres especies de eucalipto
demuestran la actividad antibacteriana frente a S.aureus. Lastra y Piquet., (1999) mostraron la
actividad antibacteriana de caléndula especialmente contra S. aureus, S. fecalis, S. Schipochliev y
S. Fleischner. El extracto de bugambilia fue el unico que no inhibi6 a la bacteria, tal como se
establece en un estudio realizado por Caceres., (1990), en el que demuestra que los extractos acuoso
y etandlico de hojas y flores de bugambilia son inactivos contra E.coli y S. aureus. Sin embargo es
conveniente utilizar concentraciones mayores del extracto para corroborar la inactividad.

Streptococcus pyogenes fue sensible a los extractos de eucalipto y bugambilia, (grafica.3)
presentando resistencia a los demas extractos, esto puede deberse a que la bacteria presenta una

capsula y proteina M, que estdn asociadas a una mayor virulencia (Alds et al., 2000).
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Por lo anterior, se puede decir que la accion antibacteriana de los extractos de canela,
caléndula, itamo y bugambilia, estdn relacionados con los taninos y principalmente con los
flavonoides, ya que presentaron una alta concentracion de este ultimo. La actividad antibacteriana
del eucalipto esta dada por los triterpenos, esto se pudo confirmar con la cromatografia de capa fina
donde muestra una alta concentracion del metabolito.

Avila et al., (2006) relacionaron la accion antibacteriana frente a S.aureus a la presencia de
terpenos y flavonoides en la especie Diplostephium tominse. Tabares et al., (2007) describi6 que la
identificacion de triterpenos en una placa revelan la conexion entre su composicion quimica, ya que
estos atraviesan la barrera superficial de las bacterias y después se fijan sobres su membrana celular.
La actividad de los flavonoides frente a los microorganismos probablemente se debe a que forman
complejos con las proteinas solubles, extracelulares y con las células de la pared bacteriana. Se cree
que la actividad antimicrobiana de los taninos se debe a su interaccion sobre las adhesinas, proteinas
de la pared celular, y a su capacidad de unirse a polisacaridos (Cowan., 1999).

En base a las formulaciones realizadas se observa que la formula méas adecuada seria
utilizando solo un extracto vegetal porque se obtiene mejores resultados, ya que en la mezcla de los
extractos se puede presentar una sinergia negativa. Ademas el mejor extracto es el de eucalipto
porque es el tnico que inhibid las dos bacterias utilizadas.

Por otra parte, al manejar un extracto crudo y no fracciones puras, es posible que exista una
accion antagonica de otros metabolitos presentes en el extracto que actden sobre los compuestos
responsables de la actividad bioldgica inhibiendo su efecto (Avila et al., 2006).

Cabe mencionar que las formulaciones realizadas presentan un pH variado que va de 5.1 a
5.5 y grados brix de 58.9, valores que estan dentro de lo establecido por la NMX-F-169-1984. EI
pH es uno de los factores de calidad a controlar en los jarabes, tanto como indicadores de las
condiciones higiénicas; un valor bajo de este favorece la inactivacion de microorganismos, (FAO
2004).

En la evaluacion de la actividad antioxidante realizado por el método del DPPH, observamos
que el extracto de canela mostro la mayor capacidad antioxidante en un 100 % a una concentracion
de 0.1g mL? de extracto metandlico, asi mismo Ramos et al., 2008 demostraron la capacidad
antioxidante del extracto de canela obteniendo 90.11% del potencial antioxidante a una
concentracion 1ug mL™. Los extractos de bugambilia, caléndula, eucalipto e itamo que presentaron
un menor potencial antioxidante en comparacion con la canela lo cual se ve reflejado en (tabla 6).

El organismo esta expuesto a una gran variedad de ROS (especies reactivas del oxigeno) y
RNS (especies reactivas del nitrogeno) que se pueden generarse a partir de fuentes enddgenas,

relacionadas con el metabolismo del oxigeno y con las diversas reacciones de defensa de nuestro
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sistema inmunitario (Dreosti, 2000). En las infecciones respiratorias, hay un gran incremento de
celulas fagociticas (leucocitos neutrofilos, macréfagos y eosinofilos), las cuales al activarse por
medio de mediadores proinflamatorios o de productos bacterianos, viricos o de parasitos, destruyen
las células infectadas por medio de un ataque oxidativo en el que se producen grandes cantidades
de O27, H2O2, ‘OH, NO' y OCI" (Forman y Torres 2001). Es importante evaluar la actividad
antioxidante de los extractos para ayudar a retardar o inhibir el estrés oxidativo en el tratamiento de

muchas enfermedades y en las infecciones.

5 CONCLUSIONES

La canela demostré6 una mayor capacidad antioxidante en comparacién con los demas
extractos utilizados; la mezcla utilizada con los cinco extractos funciono mejor como inhibidor
contra la cepa S.aureus; el eucalipto presento el mejor efecto antibacteriano como extracto solo, asi

como también en forma de jarabe contra S.aureus y S.pyogenes.
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