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APRESENTACAO

O processo que decorre sobre a investigacao cientifica ocorre concomitantemente a
necessidade de solucionar problemas e encontrar respostas para métodos que necessitam
ser validados junto a fendbmenos que requerem explicagdes assertivas e com bases sélidas.
Desta forma, a importancia do método cientifico esta assegurada & uma constante caréncia
de respostas e confirmag¢des nédo sustentadas apenas pelo empirismo.

Existe uma grande necessidade de solu¢des que possam solucionar a demanda por
alimentos, criada com o crescente aumento populacional. Uma das principais preocupacdes
para os proximos anos sera aumentar a produtividade sem aumentar o espaco produzido,
tornando a agricultura mais sustentavel e isto sera fruto de investigacdes cientificas, por
exemplo.

Por isso, € inevitavel notar que grandes séo os desafios para tornar a agricultura
mais pujante e eficaz, respeitando o meio ambiente e conseguindo suprir as demandas da
sociedade. Para isso, ha muito tempo pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo
de colaborar para o aprimoramento das atividades agricolas, em busca de um equilibrio
constante entre os elos.

Desta forma, nota-se a importadncia do questionamento dentro do processo
investigativo. As respostas obtidas através destes métodos sdo de suma importancia, pois,
muitas vezes, acabam por derivar elucidagdes significativas para as demandas existentes.

Portanto, a presente obra traz em sua composi¢cdo pesquisas inovadoras com o
intuito de difundir ideias relevantes para o cenario agricola mundial, com informacgdes
de consideravel valor para leitores, no que se refere a inovagdes tecnologicas e outros
assuntos.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Luiz Alberto Melo De Sousa
Raimundo Cleidson Oliveira Evangelista
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RESUMEN: EIl presente trabajo de investigacion
tuvo como objetivo el modelaje parala elaboraciéon
de la formulacién de un jarabe a base de extractos
vegetales de bugambilia, eucalipto, canela,
caléndula e itamo para inhibir el crecimiento de
S. aureus y S. pyogenes, bacterias asociadas
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AGUDAS (IRAS)

con las infecciones respiratorias. Determinando
los metabolitos secundarios presentes en los
extractos metandlicos 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: Actividad antibacteriana,
actividad antioxidante, extractos vegetales,
metabolitos secundarios.

ABSTRACT: This research work was focused
on the development of the formulation of a
syrup based plant extracts of bougainvillea,
cinnamon, calendula, eucalyptus and itamo to
inhibit growth of S. aureus and S. pyogenes,
bacteria associated with respiratory infections.
Determining the secondary metabolites in extracts
methanol of each species, as well as evaluating
activity antibacterial extracts syrups, and their
antioxidant capacity. It was found that the extract
of eucalyptus is best to inhibit bacteria, as well as
in the form of syrup, and cinnamon extract is the
best antioxidant.

KEYWORDS: Antibacterial activity, antioxidant
activity, plant extracts, secondary metabolites.

INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos se han usado
diferentes métodos de conservacién de la
salud a través de la herbolaria. Actualmente

Francia es el pais que mas ha repuntando en
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la obtencion de nuevas estrategias de generacion de conocimiento sobre los productos
naturales, por cada proceso de elucidacion 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, preambulo de la floracion 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, nadhuatl, mixtecas y totonacas esta mezcla se denomina
yolispa, curado. curalo todo, digestivo, relajante, y se acostumbra guardar en un lugar
oscuroy 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 antibiéticos desde la actividad antimicrobiana y
antioxidante.

El desequilibrio que causa estrés oxidativo y el balance del equilibrio de la flora
mediante la conjuncién 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 como objetivo
revelar el comportamiento de los extractos de forma individual y combinada en la actividad

antimicrobiana y antioxidante.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién 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 conveccién a una temperatura de 60 °C, volteandolas
diario durante tres dias.
Obtencién de los extractos

Para la obtencion de los extractos se pesaron 60 gramos de cada muestra,
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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 indculo de las cepas bacterianas a utilizar, ajustandolos con
un nefelobmetro de 0.5 de la escala de MacFarland, correspondiente a una concentraciéon
de 1.5 x 108 células /mL.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realiz6 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 g
uL" de extracto crudo en cada disco, se dejaron secar en una caja de petri, posteriormente
se colocaron en los medios de cultivos. El control positivo fue un disco de penicilina de 10
ug y el negativo fue un disco con 20 pL de etanol. Cada una de las pruebas se realizé por
triplicado.

Determinacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos de las plantas en el estudio, se realizé por
el método del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Se tomaron 10 puL 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 espectrofotémetro.

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

En donde A = Absorbancia del blanco, A1= 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 preparacién 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

contaminacioén y garantizar la estabilidad del producto como se muestra en el cuadro 1.
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Materia prima Funcion

Extractos de bugambilia, canela, caléndula,

eucalipto e itamo Principio activo

Microencapsulado de jamaica Colorante y regulador de Ph
Agua Vehiculo

Sabor uva Saborizante

Miel Edulcorante

Peptina Espesante

Alcohol Cosolvente

Cuadro 1. Ingredientes de las formulaciones de los jarabes.

El procedimiento se realiz6 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 agitdé suavemente hasta
obtener una mezcla homogénea, después se adicion6 un colorante (microencapsulado de
jamaica): enseguida se incorpor6 el saborizante; por ultimo se anadié el principio activo y
se agitd suavemente la mezcla. Las cantidades utilizadas no seran proporcionas por qué
se quiere patentar la formula.

Determinacién de grados brixy pH

Se calibro el equipo con Buffer pH 4.0 y Buffer pH 7.01, se colocé el equipo en la
opcion medicién. Se tomaron 20 mL de jarabe, se coloco 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 utilizé el refractometro modelo WYA
(2WAJ) en el cual se coloc6 una gota de las muestras y se observaron los grados brix.

Posteriormente cuando las formulaciones tenian la cantidad de azUcar necesaria se
midio el pH de la soluciéon con un potencidémetro de la marca corning.

Evaluacién de la actividad antibacteriana del jarabe

Para evaluar el efecto inhibidor de las formulaciones obtenidas sobre el crecimiento
de las cepas bacterianas, se utilizd la misma metodologia realizada para los extractos
crudos de las cinco plantas colocando 10 yL en cada disco.

RESULTADOS

El cuadro 2. 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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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 5.5 59.2
Mezcla 5.4 59.2

Cuadro 2. Determinacion pH de las formulaciones realizadas.

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

El analisis estadistico de las variables se realizé 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 inhibicién de los 34
tratamientos se usé un disefio completamente al azar, cuyo modelo estadistico es:

Donde Y, es el halo de inhibicion, i es la media general y 1, es el efecto del tratamiento
i. El modelo supone que los errores g, tienen distribucion normal, son independientes y
tienen varianzas homogéneas.

Las medias de los tratamientos se muestran en el Cuadro 5. Se observa que las
formulas basadas en caléndula tienen medias de halos de inhibiciobn muy pequefias, por el
contrario algunas formulas basadas en penicilina tienen los mejores resultados. Esto se
aprecia mejor en la figura 1.
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Figura 1. Distribucion de los halos de inhibicion de los tratamientos estadisticos estudiados.

El analisis de las medias de los halos de inhibicién en los tratamientos mediante

un disefio completamente al azar mostr6 que no se cumplen los supuestos del modelo. Se

rechaz6 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).

Tratamientos MRHI MHI
Penicilina, Jarabe, S.pyogenes (PE32P) 100.5 30.00°
Penicilina, Jarabes individuales, cepa dos S.pyogenes (PE22P) 98.2 29.332
Penicilina, Extractos individuales, cepa uno S.pyogenes (PE11P) 95.3 28.00%
IT22A 91.2 17.00%°
ITHHA 88.3 16.00
PE32A 84.5 15.00%
EU22A 82.8 14.33%
PE22A 81.0 14.00°
CA11A 76.5 12.67%
EU1T1A 72.5 11.679
PE11A 72.3 11.339"
JA32A 66.7 10.33"
EU22P 62.2 9.671
CL11A 60.0 9.33i
BU11P 57.8 9.00%
BU22P 57.8 9.00%
CL11P 57.8 9.00%
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JA32P
BU11A
BU22A
CA11P
CA22A
CA22P
CL22A
CL22P
CN11A
CN11P
CN22A
CN22P
CN32A
CN32P
EU11P
IT11P
IT22P

53.5
24.5
24.5
245
24.5
24.5
245
24.5
24.5
245
24.5
24.5
245
24.5
24.5
245
24.5

8.33k
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'
6.00'

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

Tratamientos con la misma letra tienen medias poblacionales estadisticamente iguales

En las graficas 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 utiliz6 un disco con 10 ug de penicilina y el control negativo fue un

disco de papel con 20 yL de alcohol con diametro de 6mm. En la grafica 2. Se observa que

para S. pyogenes, los tratamientos

Figura 2. Medias de rango de halos de inhibicion con extractos (PE11PA: control positivo, BU11PA:

bugambilia, CA11PA: 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 BU11A presenté 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 CA11A 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 us6 como

control positivo, como se muestra en la figura 2.

Figura 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).

En la figura 3. Para S. pyogenes, se muestra que los tratamientos CA22P, CL22P e
IT22P no presentaron halos de inhibicién 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 present6 una media de rango de 62.17, el PE22P (antibi6tico) fue el
que obtuvo un mayor halo de inhibicion esto debido a que es un tratamiento especifico para
esta bacteria.
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Figura 4. Medidas de rango de halos de inhibicion del jarabes (PE32PA: control positivo, JA32PA:
jarabe mezcla, CN32PA: control negativo, todos se retaron contra S. pyogenes y S. aureus, utilizando
la segundas cepas).

En la Figura 4. Se muestra que el tratamiento que tiene mayor rango es PE32P, el
cual era de esperarse debido que este es un antibiético especifico para estas bacterias,
mientras que el jarabe (JA32A) presentdé 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 andlisis 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).

Especie Potencial antioxidante (%) CI50 (mg)s
Canela 100 +0.0 0.252
Eucalipto 29.9+0.3 0.80°
Caléndula (S2) 33.1+0.3 0.70°
ftamo 12.1+0.8 2.08¢
Bugambilia roja 73.7£3.5 0.34°

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

Cuadro 6. Actividad antioxidante de extractos metandlicos de las plantas.
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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 20uL en
la grafica 1. 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 frente a S.aureus, B. cereus, B.subtilis, E.coliy s. typhimurium. Martin
etal., (2010) en la investigacion de composicion quimica y 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 inhibié a la bacteria, tal como se establece en un estudio
realizado por Caceres., (1990), en el que demuestra que los extractos acuoso y etandélico
de hojas y flores de bugambilia son inactivos contra E.coliy 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,
(figura 3) presentando resistencia a los demas extractos, esto puede deberse a que la
bacteria presenta una capsula y proteina M, que estan asociadas a una mayor virulencia
(Alos et al., 2000).

Por lo anterior, se puede decir que la accion antibacteriana de los extractos de
canela, caléndula, itamo y bugambilia, estan relacionados con los taninos y principalmente
con los flavonoides, ya que presentaron una alta concentracion de este Gltimo. La actividad
antibacteriana del eucalipto esta dada por los triterpenos, esto se pudo confirmar con la
cromatografia de capa fina donde muestra una alta concentracién 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) describié que la identificacion de triterpenos en una placa revelan la conexion entre
su composicién 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 interaccién 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 mas 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. Ademés el mejor

extracto es el de eucalipto porque es el Unico que inhibi6 las dos bacterias utilizadas.
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Por otra parte, al manejar un extracto crudo y no fracciones puras, es posible que
exista una accién antagbnica de otros metabolitos presentes en el extracto que actien
sobre los compuestos responsables de la actividad biologica 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 estadn dentro de lo establecido por
la NMX-F-169-1984. El 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 evaluacién de la actividad antioxidante realizado por el método del DPPH,
observamos que el extracto de canela mostré 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 el cuadro 5.

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 endogenas, relacionadas con el metabolismo del oxigeno y con las diversas
reacciones de defensa de nuestro sistema inmunitario (Dreosti, 2000). En las infecciones
respiratorias, hay un gran incremento de células fagociticas (leucocitos neutrdfilos,
macro6fagos y eosinéfilos), 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 O,", H,0,, -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.

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 presenté el mejor efecto antibacteriano

como extracto solo, asi como también en forma de jarabe contra S.aureusy S.pyogenes.
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