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1 RESUMEN

Las enfermedades infectocontagiosas son causa fundamental de morbilidad y
mortalidad en el mundo, uno de los motivos de este problema es la emergencia de
microorganismos resistentes a los antibiéticos como los del género
Staphylococcus. Lo que se busca es encontrar alternativas viables para el control
de dicha resistencia con el uso de plantas capaces de sintetizar sustancias que
segun sus caracteristicas tienen la capacidad de repeler o atraer a otros
microorganismos. Las plantas han demostrado poseer metabolitos secundarios
con actividad antimicrobiana, los cuales pueden ser utilizados como una
alternativa verde para el tratamiento de enfermedades. La especie Stevia en los
ultimos afios ha mostrado poseer actividad antibacteriana de importancia
intrahospitalaria. En este trabajo se evalud la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Stevia rebaudiana Bertoni frente a bacterias nosocomiales
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), S. aureus (salvaje), S. epidermidis (ATCC
12228) y S. saprophyticus (salvaje). Los extractos se obtuvieron mediante
maceracion a temperatura ambiente y por ultrasonido, utilizando como disolvente
etanol absoluto. Para la evaluacion antibacteriana se utilizé el método de difusion
en agar con pozos. Se determin6 la CMI (concentracion minima inhibitoria) por
micro dilucion en agar en microplaca. Los grupos funcionales se determinaron a
partir de espectroscopia FT-IR y UV-vis. El resultado de la actividad antibacteriana
evaluada a las 24 horas demostr6 que existe un mayor porcentaje de inhibicion
para S. epidermidis ATCC 12228 y S. aureus (salvaje), ambas de un 60% de
inhibicion a 40 mg/mL; para S. aureus ATCC 29213, una inhibicién de 55% a 40
mg/mL; mientras que para S. saprophyticus (salvaje) se obtuvo un 40% de
inhibicion a ésta misma concentracion de 40 mg/mL. Los porcentajes de inhibicidon
obtenidos de los extractos antes mencionados fueron similares e incluso
superiores a aquellos obtenidos con Vancomicina (utilizada como control positivo).
La CMI para S. epidermidis ATCC 12228 fue 30 mg/mL, S. saprophyticus salvaje y
S. aureus salvaje de 40 mg/mL y S. aureus ATCC 29213 fue 50 mg/mL. A partir de

la espectroscopia de FT-IR y UV- visible se observaron picos correspondientes a



grupos oxipolienatos ciclicos del estevidsido, grupos O-H que posiblemente
podrian corresponder al grupo funcionar de los polifenoles. S. rebaudiana tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento de S. aureus, S. epidermidis y S.

saprophyticus.



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 infeccién relacionada con el ambito
intrahospitalario causan 32 muertes por cada 100.000 habitantes por aifio (OMS,
2014). En la actualidad la demanda del uso inadecuado de los antibioticos ha
ocasionado que las bacterias causantes de enfermedades nosocomiales se
vuelvan resistentes a los mecanismos de accidén de los farmacos haciendo mas

complicado el control de éstas.

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 poblacién (Gémez, 2012). 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 alelopéaticos pueden ser liberados de las plantas al ambiente por
medio de la exudacion de las raices, lixiviacién, volatilizacién 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 nosocomiales
ya que poseen metabolitos secundarios que presentan actividad bioldgica contra

diversos microorganismos como las bacterias.

Stevia ademas de ser un edulcorante natural y 400 veces mas dulce que el azucar
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). Ademads, extractos de Stevia presentan actividad antibacteriana frente a
bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella

typhi) (Federico et al., 2017). También de la actividad antimicrobiana de extractos

3



de hoja y tallo de Stevia frente a S. aureus, E. col, Fusarium oxysporum (Morales,
2017). Asimismo, extractos de Stevia rebaudiana con actividad antibacteriana
frente a bacterias ambientales S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa (Miranda
et al., 2017).

Este trabajo se realiz6 con el fin de evaluar la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Stevia rebaudiana frente a bacterias de importancia clinica, asi como
la determinacion de la MIC y la determinacién de grupos funcionales por

espectroscopia FT-IR y UV-vis.



3 ANTECEDENTES

3.1 Medicina tradicional

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la
salud de millones de seres humanos, es una parte importante de la cosmovisién
de los pueblos indigenas y representa el conocimiento milenario sobre la madre
tierra y el uso de plantas medicinales que los indigenas han resguardado y que

tiene un valor incalculable fortaleciendo y preservando su identidad (Silva, 2017).
3.1.1 Medicinatradicional y la OMS

Actualmente la medicina tradicional esta usada ampliamente y se esta
extendiendo rapidamente en muchos paises, es por eso que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) efectudé un analisis general de la situacion actual de la
medicina tradicional en todo el mundo, colaborando con expertos y definiendo una
estrategia sobre la medicina tradicional de 2014-2023 (Perdomo, 2014).

Esto tiene como finalidad ayudar a desarrollar politicas dinamicas con el fin de

integrar la medicina tradicional a los sistemas nacionales de salud.
3.1.2 Laherbolaria como alternativa

La medicina herbolaria es el resultado de un producto derivado de una planta el
cual es utilizado con fines terapéuticos. Esta incluye a un gran numero de
sustancias extraidas de hierbas, las cuales comprenden desde el té hecho en
casa de plantas recolectadas con fines medicinales hasta productos que tienen
gue ser aprobados por organismos de regulacibn gubernamental para su venta
(Bauer, 2000).

Al remedio herbolario preparado de plantas medicinales, o sus partes, individuales
0 combinadas y sus derivados, se le atribuye por conocimiento popular o
tradicional, el alivio de la enfermedad o de alguno de sus sintomas (NOM-221,
2002), (Carrillo et al., 2010).

La mayoria de los remedios herbolarios se obtienen por extraccion alcohdlica,
acetbnica o acuosa de semillas, hojas, tallo, corteza o raices de dichas plantas y

en ocasiones sin manipulacion (Asgari, 2014).



La medicina alternativa o complementaria estd muy arraigada en las culturas
tradicionales de muchos paises y esta resurgiendo en practicamente todo el

mundo.
3.1.3 Los remedios herbales y sus efectos

Las plantas, crudas o sus extractos pueden contener mezclas complejas de
sustancias quimicas organicas que incluyen acidos grasos, esteroles, alcaloides,
flavonoides, glucésidos, saponinas, taninos y terpenos. Cualquiera de los
componentes mencionados puede tener una actividad biolégica en humanos.
Ademads, el procesamiento de estas plantas utilizando medios fisicos como
calentamiento o hervido puede alterar la actividad farmacologica de los
constituyentes organicos, que también pueden verse afectados en su
concentracion dependiendo de factores ambientales de cultivo o localizacion como
caracteristicas del suelo, humedad y temperatura ambiental, altitud, etc. Asi como
la parte vegetal utilizada (hojas, tallos, flores, raices, semillas) (Carrillo et al.,
2010).

Las plantas, organismos autétrofos, 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. Estos compuestos
derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios y se
distribuyen diferencialmente entre grupos taxondémicos, presentan propiedades
biolégicas, y muchos desempefian funciones ecoldgicas, y se caracterizan por sus
diferentes usos como medicamentos, plaguicidas, bactericidas, insecticidas,

herbicidas, colorantes o perfumes (Avalos et al., 2009).

3.2 Actividad alelopatica

Es un fendbmeno que implica la inhibicién directa de una especie por otra ya sea
vegetal o animal, usando sustancias toxicas o disuasivas.
Muchas especies se regulan unas a otras por medio de la produccion y liberacion

de repelentes, atrayentes, estimulantes e inhibidores quimicos. La alelopatia se



ocupa de las interacciones quimicas: planta-vertebrado, planta-planta, planta-
insecto y planta-microorganismo, ya sean estas perjudiciales o benéficas.

En los tejidos vegetales hay ciertas sustancias que constituyen un sistema de
defensa. Estas sustancias son llamadas aleloquimicos o alomoénicos, son
compuestos moleculares que actian como sefiales 0 como mensajeros de
disuasion, produciendo efectos repulsivos, anti alimentarios, toxicos (Rice, 1984).
El efecto alelopatico de una planta sobre otro organismo no es total para bien o
para mal, sino que esta regido por manifestaciones de mayor o menor grado
segun sean las caracteristicas de los organismos involucrados. El control organico
con plantas se ha utilizado desde hace mucho tiempo y su funcionamiento se basa
en repeler o atraer insectos, gusanos y agentes vectores de enfermedades
(Callaway, 2003).

3.3 Stevia rebaudiana Bertoni (Stevia).

Es una planta originaria del sureste de Paraguay, miembro de la familia de
asteraceas, conocida como “hoja o hierba dulce”. Es un arbusto perenne que
puede alcanzar 65-80 cm, pero que cultivadas pueden llegar hasta 1.0 m de altura,
sus hojas lanceoladas (figura 1) tienen aproximadamente 5 cm de longitud y 2 cm

de ancho y se disponen alternadas enfrentadas de dos en dos, ademas de sus

flores blanquecinas caracteristicas (figura 2) (Ahmed et al., 2016).

Figura 1. Tallo y hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.
Figura 2. Flor blanquecina caracteristica de Stevia rebaudiana



3.3.1 Propiedades de Stevia

S. rebaudiana es un edulcorante natural usado en bebidas y otros productos
alimenticios, energizante, digestiva (Sergio et al., 2011).

La parte vegetal utilizada son las hojas, las cuales son unas 30 veces mas dulces
gue el azucar y extracto refinado de las mismas llamado estevidsido y unas 200-
300 veces mas dulce que el azucar convencional. Al tratarse de cristales de
rabaudiésido, es 400 veces mas dulce (Duarte, 2008). Sin embargo, el consumo
de la hoja deshidratada como infusion esta creciendo debido a sus numerosas
propiedades funcionales como: antihiperglicémica, antitumoral (Chen et al., 2005),
antiinflamatoria, antihiperténsica (Lee et al., 2001), diurética (Lahlou et al., 2006),
inmunomoduladora (Siddique et al., 2014) y antibacteriana (Kujur et al., 2010).

Las hojas de Stevia contienen una mezcla compleja de diterpenos, triterpenos,
taninos, estigmasterol, aceites volatiles y glucosidos diterpenos “dulces”, no
toxicos, no mutagénicos y de bajo poder caldrico (Jackson et al., 2009). Ademas,
gue las hojas pueden contener compuestos clorofilicos, carotenoides, compuestos
fendlicos y flavonoides asi como vitamina A, B2, B6, aminoacidos, carbohidratos,
enzimas, 4&cidos organicos, polisacaridos, hormonas vegetales, bacterias

fotosintetizadoras, microelementos, etc. (Oue y Ueno, 2003).

3.3.2 Componentes con actividad bioldgica en Stevia.

Los extractos de Stevia tienen actividades antibacterianas que en algunos casos
han sido asociados con la presencia de lactonas sesquiterpénicas y/o flavonoides
(Cerda-Garcia 2001). Los flavonoides son un grupo de sustancias fenodlicas de
origen vegetal que se caracterizan por poseer un esqueleto carbonado del tipo
(C6-C3-Cs), estas sustancias se encuentran en los tejidos de las plantas superiores
e incluyen las flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavononas y las chalconas
(Pokorny et al., 2005).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (Ce-C3-Cs), compuesto por dos anillos de fenilos
ligados a través de un anillo de pirano (heterociclico). Los flavonoides son

pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al organismo del
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dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, polucién
ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. (Martinez et al.,
2005).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros
metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Los
flavonoides se clasifican en varios grupos: chalconas, flavonas, flavonoles,
flavononas, antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas, isoflavonoides,

pterocarpanos, rotenoides (Martinez et al., 2002).

Hasta el momento se tienen registrados 225 compuestos con actividad
antibacterial de al menos 75 especies de plantas mexicanas, estos compuestos
incluyen una amplia variedad de metabolitos secundarios como terpenos 40%,
glicolipidos 16.8%, flavonoides 9.77%, derivados fenolicos 4.8%, y otros
compuestos como pironas, cumarinas, acidos grasos, alcaloides (Sharma et al.,
2017). De acuerdo con estos datos la actividad antimicrobiana de las plantas de
Stevia rebaudiana podrian darse por los fenoles, taninos y flavonoides presentes
(Federico et al., 2017).

Adicionalmente, a esta planta se le atribuyen propiedades antibidticas
especialmente contra bacterias como Streptococcus mutans, microorganismo
asociado a la caries dental, (Pérez, 2013) y antifungicas contra el hongo Candida
albicans causante frecuente de vaginitis (Parrera et al., 2015).

Stevia ha tenido un auge muy importante y ha sido estudiada por su propiedad

antibacteriana.

Existen varios reportes sobre Stevia con actividad antibacteriana frente a bacterias
ambientales pero muy pocos reportados sobre la actividad antibacteriana sobre
bacterias de importancia clinica (Tabla 1). En la siguiente tabla se muestran

algunos reportes de actividad antibacteriana de Stevia.



Tabla 1. Stevia como agente antimicrobiano

Titulo Contenido Referencia

Extractos etandlicos, hexanicos, | S. aureus, S. epidermidis, P. | Miranda et al.,

acuosos y tetracloruro de hoja. | aeruginosa. 2017.

Extracto acuoso por macerado | Comparacion de la efectividad | Massén et al,

de hoja. antibacteriana frente S. mutans y | 2016.
S. sanguinis.
Extracto acuoso y metandlico | E. coli, S. typhi, K. pneumoniae. Federico et al,
de hoja. 2017
Extractos de hoja y tallo. Actividad antioxidante y | Morales, 2017.

antimicrobiana S. aureus, E. coli y

F. oxysporum.

Las enfermedades infectocontagiosas contindan siendo una causa fundamental de
morbilidad y mortalidad en el mundo, este es uno de los motivos en situacion de

emergencia de microorganismos resistentes a los antibidticos.
3.4 Bacterias oportunistas

Las bacterias oportunistas normalmente no patdégenas y que solo producen una
infeccidén cuando las defensas del huésped estan disminuidas o como resultado de
varios factores nosocomiales. Algunos de este tipo de microorganismos son:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. epidermidis y S.
saprophyticus (Coniel et al., 2010).

Dentro de los agentes implicados en la prevalencia de enfermedades se
encuentran los Dbacilos Gram negativos: Pseudomona aeruginosa,
Enterobacterias: Shigella, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, E. coli, por
mencionar algunos. Y el grupo de los cocos Gram positivos: Streptococcus
pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus y los Enterococcus
(Pérez et al., 2010).
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3.5 Staphylococcus

Los cocos se asociaron por primera vez a enfermedades humanas cuando fueron
observados en materiales purulentos provenientes de abscesos humanos. En
1800 el cirujano escocés Sir Alexander Ogston llam6é a estos cocos
“Staphylococcus” derivando el nombre de los términos griegos staphile (racimo de
uvas) y kokus (frutilla) (Cervantes et al., 2014).

3.5.1 Staphylococcus aureus

Se destaca como un importante patégeno humano, produce infecciones tanto en
la comunidad como a nivel hospitalario. En la comunidad, las infecciones por S.
aureus son a menudo agudas, piégenas y superficiales, aunque también puede
producir, con menor frecuencia, infecciones profundas como osteomielitis,
neumonia y endocarditis aguda. A nivel nosocomial es un importante agente de
infecciones de herida quirdrgica, protesis y otras. También causa una serie de
infecciones producidas por toxinas como el sindrome del shock toxico, intoxicacion

alimentaria y el sindrome de la piel escaldada (Hessen et al., 2000).
3.5.2 Staphylococcus epidermidis

Es integrante de la microbiota normal de piel aunque se ha visto incremento de
casos en la poblacion a partir de infecciones de piel y anexos, colonizando
cuerpos extrafios (catéteres endovenosos, fistulas para hemodidlisis, catéteres de
dialisis peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas, injertos vasculares,
valvulas cardiacas protésicas e implantes de mama), y también es causa de
infecciones profundas en huéspedes inmunocomprometidos (Bennet et al., 2014).
Tiene la capacidad de producir un biofilm que le confiere una adherencia muy
eficiente, por lo que se puede unir a superficies, ademas este biofilm forma una

barrera que dificulta el paso de los antibidticos (Pinheiro et al., 2014).
3.5.3 Staphylococcus saprophyticus

Es un importante agente causal de infecciones agudas en el tracto urinario en
mujeres ambulatorias en edad sexual activa y esta considerado como el segundo

agente mas frecuente de cistitis después de E. coli en esta poblacion.
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Este se adhiere significativamente mejor a las células uroepiteliales que S. aureus
y S. epidermidis y no se adhiere a otros tipos celulares como piel y células

mucosas bucales (Farifia et al., 2005).

3.6 Staphylococcus aureus resistente a vancomicina

En la actualidad S. aureus continua siendo uno de los patégenos mas
importantes y versatiles de la especie humana, ocupando un lugar preponderante
en las infecciones de piel y tejidos, cuyo tratamiento se hace cada vez mas
complejo debido a la capacidad del microorganismo de desarrollar resistencia a
los antibioticos (figura 3) mediante una amplia gama de mecanismos que incluyen
la produccion de enzimas, la sintesis de blancos moleculares de baja afinidad por
los antimicrobianos, las mutaciones o modificacion enzimética y las alteraciones

en la sintesis o la estructura de la pared celular (Rodriguez, 2005).

2002: VR3A
1997: VISA

1961: Rezistencia a meticilina (MRSA)
1950°s: Resistencia a macrélidos y tetraciclinas

1946: Resistencia a penicilina mediada por Beta-lactamasa

Fi? Fu? Fo Fi Fi
1940 1950 19600 19490 2000

Figura 3. Evolucion de la resistencia antibacteriana en S. aureus. MRSA: Staphylococcus aureus
meticilino-resistente, VISA: Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a vancomicina,

VSRA: Staphylococcus aureus con resistencia total a vancomicina (Rodriguez et al., 2005).

3.7 Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los extractos vegetales han demostrado tener un alto potencial en actividad
antibacteriana. Existen técnicas analiticas como UV-Vis, HPLC, FTIR entre otras;
para determinar compuestos y grupos funcionales que conforman los metabolitos

secundarios de la planta.
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3.7.1 Principios de latécnica

La espectroscopia de absorcion infrarroja (IR) es el método mas utilizado para
determinar las estructuras de moléculas con caracteristicas de absorcion de la
radiacion infrarroja segun su vibracién molecular. La regién IR va de 12800 a
10cm™ y se puede dividir en la regién de IR cercano (NIR) (12800-4000cm™), IR
medio (4000-400cm™) e IR lejano o FAR-IR (400-10 cm ™), siendo el IR medio
donde se dan la mayoria de las aplicaciones analiticas tradicionales. EI NIR
requiere una minima o nula preparacién de la muestra y ofrece un andlisis
cuantitativo sin consumir o destruir la muestra. Por su parte el IR lejano requiere el
uso de fuentes y materiales Opticos especiales. Es utilizado para el analisis de
compuestos organicos, inorganicos y organometalicos que contengan atomos
pesados (masa atdmica superior a 19) y proporciona informacién util en estudios
estructurales.

El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica Unica y
por tanto caracteristica de esta molécula. Una de las grandes ventajas de la
espectroscopia IR es su versatilidad ya que permite estudiar cualquier muestra
con independencia del estado en que se encuentre: liquidos, disoluciones,
polimeros, geles, fibras, films, gases o superficies (Stuart, 2004).

La Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), esta técnica
proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos funcionales de
sustancias inorganicas y organicas, por lo cual es posible realizar una

identificacion de los materiales.

3.8 Espectrofotometria UV-visible

3.8.1 Principios de latécnica

Es una técnica analitica que permite determinar la concentracién de un compuesto
en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones
electromagnéticas y a su vez la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal

de la concentracion.
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El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para
absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible.
Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la
eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura atbmica y de las
condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza iénica, constante dieléctrica), por
lo que dicha técnica constituye un valioso instrumento para la determinacion y

caracterizacion de biomoléculas.

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de
energia interna. Esto permite poner en funcionamiento ciclos vitales como la
fotosintesis en plantas y bacterias. La absorcion de un fotén hace saltar un
electron desde un nivel de energia baja hasta un orbital de alta energia. Se
produce un pigmento en estado excitado (figura 4), con un nivel de energia mas
elevado que el pigmento en estado de reposo, pero este estado excitado tiene una

vida muy corta, alrededor de una milmillonésima de segundo.

fotén
j/ J/.--"" _"“ﬂ-.__\\\\
. [ .-’. @ -]
g /
\_\\‘ /

Estado Absorcidén Estado
reposo de fotén excitado

Figura 4. Diagrama de niveles de energia en una molécula. La absorcion de energia luminosa
hace que la molécula pase desde un estado de reposo a otro excitado. Posteriormente la molécula

relaja su energia mediante distintos mecanismos (vibracién, rotacion, etc.).
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En espectroscopia el término luz no solo se aplica a la forma visible de radiacion
electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que son invisibles. En
espectrofotometria de absorbancia se utilizan regiones del ultravioleta (UV
cercano, de (195-400 nm) y el visible (400-780 nm), (figura 5).

400 nm 700 nm

! Luz visible !
Longitud de onda (metros) \| ‘/,/
10716 10712 00 e —>

Rayos gama Rayos X ultravioleta | | infrarrojo microondas

Frecuencia (hertz)

! 01" 10" 107 10°
energia (electron-voltios)
: DI 107 1078 10°12

Figura 5. Espectro electromagnético

3.8.2 Regién UV

Se define como el rango de longitudes de onda de 195-400 nm. Es una region de
energia muy alta. Provoca dafio al ojo humano, asi como quemadura comun. Los
compuestos con dobles enlaces aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos,
sistemas aromaticos, grupos carbonilos y otros heteroatomos tienen su maxima
absorbancia en la regién UV. La fuente de radiacién ultravioleta es una lampara de
deuterio.

3.8.3 Regidn visible

Se denomina espectro visible a la region del espectro electromagnético que el ojo
humano es capaz de percibir. A la radiacion electromagnética en este rango de
longitudes de onda se le llama luz visible o simplemente luz. No hay limites
exactos en el espectro visible; el ojo humano respondera a longitudes de onda
desde 400 a 700 nm aunque algunas personas pueden ser capaces de percibir
longitudes de onda desde 380 a 780 nm (Diaz et al., 2000).
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Tabla 2. Longitud de onda de la region visible

Longitud de onda

Color de luz que se

Color de luz que se

aproximada (nm) absorbe refleja o ve
390-435 Violeta Amarillo verdoso
435-490 Azul Amarillo
490-580 Verde Rojo
580-595 Amarillo Azul
595-650 Naranja Azul verdoso
650-780 Rojo Verde azulado
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4  JUSTIFICACION

En la actualidad es de suma importancia la resistencia bacteriana a los
antibiéticos, por el mal uso que se les da, el uso indiscriminado de ellos en
tratamiento incompletos o la automedicacion han llevado a que los farmacos
destinados para el control de enfermedades ya no sean efectivos. Por lo que se
buscan alternativas verdes o naturales para combatir este problema mayor de
salud publica. El uso de plantas medicinales o con principios bioactivos es una de
las alternativas viables para el control de distintas enfermedades ya que poseen
actividad alelopética, es decir que contienen compuestos secundarios que son
expresados en mayor cantidad cuando se sienten amenazadas por el cambio
climatico, las plagas, la competencia de crecimiento de otras plantas cercanas y/o
insectos. Estos compuestos son llamados metabolitos secundarios y poseen
propiedades curativas. Stevia, es una de las alternativas para combatir
enfermedades, posee diversas propiedades funcionales como: antidiurético,
antiinflamatorio, antitumoral, antihiperglicémica y antimicrobiano. El uso de
extractos vegetales aunado a las nuevas tecnologias tiene un auge en nuestros
dias. La biotecnologia en conjunto con la quimica y otras ciencias han ido
creciendo y han contribuido para facilitar la exigencia y existencia humana. El
utilizar extractos naturales es una alternativa verde y podemos aplicarla para la

innovacion de nuevos antibioticos.
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5 OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Stevia frente a
bacterias de importancia clinica (Staphylococcus aureus, S. epidermidis y S.

saprophyticus).

5.2 Especificos

5.2.1 Obtener el extracto etandlico de Stevia mediante macerado y sonicacion.

5.2.2 Evaluar la actividad antibacteriana por el método modificado de difusion en
agar con pozos frente a Staphylococcus aureus, S. epidermidis y S.
saprophyticus.

5.2.3 Caracterizar el extracto de Stevia por la técnica de FT-IR y UV-vis.

5.2.4 MIC del extracto vegetal por microdilucién en agar frente a Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus salvaje, S. aureus salvaje.
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7 MATERIALES Y METODOS
7.1 Material
Material de vidrio y reactivos de grado analitico esencial para cada determinacion.

Los ensayos se realizaron en el edificio Multilaboratorios (EMAG6) y la Facultad de

Ciencias Quimicas de la BUAP.
7.2 Material bioldgico

Se obtuvieron muestras de Stevia en presentacion comercial de hojas secas de la

marca Todo natural ®

Las bacterias Staphylococcus aureus ATCC29213, S. epidermidis ATCC12228, S.
saprophyticus salvaje y S. aureus salvaje, las cuales fueron donadas por el
Laboratorio de analisis clinicos de la torre medica de especialidades del Hospital
Universitario de Puebla (HUP).

7.3 Métodos
Los métodos empleados en esta investigacion se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Métodos empleados para cada determinacién.

Determinacion Método Referencia
Obtencidn de extractos Maceracién (KUNTAL, 2009)
Extraccion por ultrasonido (GAO, 2015)

Bioensayo de la actividad Difusién en agar con pozos (RAMIREZ, 2009)

antibacteriana

Concentracién minima Microdilucién por microplaca (RAMIREZ, 2015)
inhibitoria (MIC)

Caracterizacion de FT-IR (STUART, 2004)

compuestos secundarios UV-vis (DiAZ etal, 2000)
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8 METODOLOGIA

8.1 Obtencion de material vegetal

El material vegetal se obtuvo de una marca comercial “TODO NATURAL” ®
8.2 Obtencidon del extracto

8.2.1 Obtencién del extracto por maceracion

El extracto etandlico se realiz6 por macerado utilizando una relacion de 1:10 m/v
con hojas secas y pulverizadas de Stevia rebaudiana y etanol absoluto. Se coloco
en agitacion constante por 40 minutos a 1100 rpm a 30°C. Se filtr6 con papel
Whatman No.5 y se concentrd por rotavapor. Se almacend en frasco &mbar a una

temperatura de 4°C.
8.2.2 Obtencidn del extracto por ultrasonido

El extracto etandlico se realizé por ultrasonido utilizando una relacién 1:10 m/v con
hojas secas y pulverizadas de Stevia y etanol absoluto. Se coloc6 dentro del bafio
ultrasénico (Branson 3510) de una sola frecuencia (47kHz) por 40 minutos a 40°C.
Posteriormente se filtr6 con papel Whatman No.5 y se concentr6 por rotavapor. Se

almaceno en frasco ambar a 4°C.

8.3 Determinacion de la concentracidon de los extractos por diferencia de

peso.

Tanto al extracto obtenido por maceracion como el obtenido por ultrasonido, se les
determind la concentracion por diferencia de peso en mg/mL; esto se realizd por
triplicado, se utilizé papel aluminio, rotulados y se pesaron. Posteriormente se le
adicioné muestra a cada papel aluminio y se dejo evaporar hasta tener la muestra
en sélido, se volvio a pesar. Se sacoO la diferencia de peso y se le hizo un

promedio.
8.4 Preparacion de medios de cultivo y resiembras

Se utiliz6 medio agar Mueller-Hinton para el método de difusién en agar con pozos

modificado. Se emplearon puntas cortadas para la elaboracién de pozos en las
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placas de agar. Una vez gelificadas las placas se pusieron a prueba esterilidad

incubandolas a 37°C por 18-24 horas.

Se preparoé solucion salina isoténica al 0.9% y se vertieron 5 mL en tubos de cristal
con tapa. Se esterilizaron y posteriormente se utilizaron para la obtencién de la
suspension bacteriana por cepa. La resiembra bacteriana se realizd en agar TSA,
por estriado. Para el montaje de bioensayos se necesitaron resiembras de 24

horas.
8.5 Evaluacion antibacteriana por el método de difusién en agar con pozos
8.5.1 Obtencion de la suspension bacteriana

Para la obtencion de la suspension bacteriana, se utilizaron resiembras de 24
horas de cada una de las bacterias evaluar y se obtuvo a una densidad celular

equivalente al tubo 0,5 en la escala de McFarland (10® UFCIL).

8.6 Bioensayo antibacteriano del extracto etandlico de Stevia frente a

bacterias nosocomiales

Se evalué la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de S. rebaudiana,
tanto el obtenido por maceracion como el ultrasonico, frente a Staphylococcus
aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228, S. saprophyticus salvaje.

Se realiz6 una suspension bacteriana por cepa respectivamente, con una
resiembra previa de 24 horas. Se sembré6 masivamente en la placa de agar
Mueller-Hinton y posteriormente se colocaron 20 pL de extracto en cada pozo,
como control negativo se utilizé el disolvente y como control positivo vancomicina
(Va 30 pg). Se incubaron a 37°C de 18 a 24 horas. Los bioensayos se realizaron
por triplicado. Cumpliendo las 24 horas se observaron y se midieron con ayuda de
un vernier los halos de inhibicién. Se tomo en cuenta el tamafio del halo (en cm)
de inhibicién del antibiético comercial (Va) en comparacion al halo (en cm) del
extracto de Stevia. De esta manera se calcula el % inhibicion de crecimiento del
extracto frente a las bacterias. Se utilizé la formula empleada por Martinez (1996),

ecuacion 1.
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media diametro halo de inhibicion
x 100

% efecto inhibitorio = — ——
hef didmetro halo de inhibicion

control positivo
Ecuacion 1. Porcentaje de efecto inhibitorio

8.7 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La CMI se refiere a la concentracion mas baja de sustancia que puede inhibir el
crecimiento visible de un microorganismo después de incubarlo por 24 horas
(McDermott, et al., 2005).

Para esta determinacion se utilizaron 4 cepas (Staphylococcus aureus ATCC
29213, S. epidermidis ATCC 12228, S. saprophyticus salvaje y S. aureus salvaje).
Se utilizé una microplaca con 96 pozos. Se manejaron diferentes concentraciones
del extracto etandlico de Stevia (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 mg/mL).

Se colocaron 20 pL de extracto etandlico de Stevia, posteriormente se le
afiadieron 180 pL de agar Mueller-Hinton se homogenizé y por ultimo se le
afadieron 2 pL de suspension bacteriana. Se colocé como control negativo etanol
absoluto 20 pL (disolvente con el que se obtuvo el extracto) y como control
positivo se colocaron 20 pL de una suspension de antibidtico comercial
(Vancomicina 30 pg). Se incubo por 24 horas y en las primeras 20 horas se saco
para leer la turbidez que presentd en la superficie del pozo, se observé un botén
opaco, posteriormente se les afiadid a todos los pozos 20 yL de revelador MTT y
se colocé nuevamente en la estufa por 10-15 minutos. Después de ese tiempo se
observd un cambio de coloracion en la superficie de los pozos que presentaron

crecimiento, de amarillo a violeta.
8.8 Caracterizacion de metabolitos secundarios por FT-IR

La espectroscopia de IR es una técnica que se utiliza para la identificacion de
ciertos grupos funcionales presentes en un compuesto, se basa en la produccion
de vibraciones en la zona del infrarrojo del espectro electromagnético, en donde
cada grupo funcional tiene un rango de absorbancia que lo caracteriza (Vasquez,
2000). Para la caracterizacion de compuestos se realizé en el equipo (Digilab de

Agilent Technologies, modelo Scimitar), se utilizé una muestra sélida y seca del
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extracto etandlico de Stevia, se tomd una muestra y se coloc6 en el mortero con
KBr, y se tritur0 hasta obtener una muestra homogénea, posteriormente se formo
una pastilla y se colocé dentro del infrarrojo para su lectura, se obtuvo la grafica de

Stevia.

8.9 Caracterizacion de metabolitos secundarios por UV-Vis

La espectrofotometria UV-Visible es una técnica analitica que permite determinar
la concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas
absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz

absorbida depende de forma lineal de la concentracion.

Para la caracterizacion de los compuestos se utilizaron muestras liquidas en
celdas de cuarzo. Se utilizo el equipo (Varian, modelo Cary 50). Primero se corrio
el control o blanco, se utilizé etanol, disolvente utilizado para obtencion del
extracto. Posteriormente se colocaron 20 pL del extracto de 10 mg/mL en la celda

y se aforo con etanol. Finalmente se obtuvo una gréafica.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Determinacién de la concentracion del extracto por diferencia de peso.

En la tabla 4 se muestra que el extracto obtenido por macerado tiene una
concentracion de 130 mg/ml, mientras que por ultrasonido presenté una
concentracion de 350 mg/ml, tomando en cuenta que para ambos se utilizaron
Unicamente 15 g de hoja seca. Actualmente se utilizan diferentes técnicas de
extraccion para la obtencion de metabolitos secundarios, la extraccion con
disolventes organicos es el método mas empleado; sin embargo, la calidad y
cantidad que se puede conseguir de un extracto depende de la técnica de
extraccion, el tipo de disolvente y las condiciones de la materia prima usada en el
proceso. En la actualidad los métodos convencionales (basados principalmente en
infusiones, macerados) generan un problema como la degradacién de
compuestos, elevado gasto de disolventes y largos periodos de extraccion
(Oliveira et al., 2016). La aplicacion de ultrasonido en un proceso conlleva a un
incremento en su eficiencia, velocidad, reduciendo los tiempos y temperaturas de
operacion. Esta tecnologia presenta diversas ventajas entre las cuales, una mejor
transferencia de masa, alta reproducibilidad, menor consumo de disolventes y un

menor impacto ambiental (Zlabur et al. 2015).

Tabla 4. Concentracion de los extractos etandélicos de Stevia.

Extractos Concentraciéon mg/ml
Maceracion 130
Sonicacion 350

9.2 Preliminar de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de

Stevia frente Staphylococcus.

Los resultados mostraron que el extracto obtenido por maceracion presenté menor
actividad antibacteriana en comparacion al obtenido por sonicacion. Se mostré
gue aun siendo extractos crudos en ambos casos, el extracto obtenido por
sonicacion presenté un halo de 1.8 cm frente a S. epidermidis y S. saprophyticus
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mientras que para S. aureus 1.3 cm. (Tabla 4.1). El % de inhibiciébn que mostré el
extracto etandlico de Stevia por sonicacion presentd mayor actividad
antibacteriana frente a S. epidermidis y S. saprophyticus con un 90% y S. aureus
con un 76% en comparacion con el control comercial (Va), (Tabla 4.2).

Estudios recientes han demostrado que la aplicacién de la técnica de extraccion
por ultrasonido es prometedora para la obtencion de mayor cantidad de
componentes secundarios asi como un mayor rendimiento para algunas
actividades incluidas la extraccion de proteinas, componentes medicinales, entre
otras (Gasmalla et al., 2017). Es importante destacar la correcta eleccion del
disolvente adecuado para la mayor obtencion de metabolitos secundarios a partir

de la técnica de sonicacion.

Es por esto que se eligio el extracto etandlico de Stevia obtenido por sonicacion

para las siguientes determinaciones.

Tabla 5. Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Stevia por maceracion y sonicacion frente a Staphylococcus.

CEPAS
Extracto
etandlico Halos de inhibicién en cmy en %
. — . Control positivo
S. aureus S. epidermidis | S. saprophyticus
Vancomicina
Crudo (30p0)
» 1 50 1.6 80 1.6 80
maceracion 2cm
Crudo
L 1.3 76 1.8 90 1.8 90
sonicacion
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9.3 Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de

Stevia frente a Staphylococcus.

Los resultados obtenidos indican que el extracto de S. rebaudiana presento
inhibicién de la actividad bacteriana en S. aureus, S. epidermidis el cual mostré un
halo de inhibicion de 1.1 y 1.2 cm, respectivamente, en las concentraciones de
100 a 40 mg/mL mientras que S. saprophyticus muestra un halo minimo de 0.8 cm
a 40 mg/mL; sin embargo S. aureus salvaje presenta efecto inhibitorio de 1.1 cm a
20 mg/mL (Tabla 5). El extracto en ninguna de las concentraciones supera el halo
de inhibicién de 2 cm que presenta el antibiético comercial (Va 30 ug) (Figura 6, 7,
8y9).

Es importante resaltar que el mayor porcentaje de inhibicién fue para S. aureus
salvaje con un 65% de inhibicién (Tabla 6). En el &mbito intrahospitalario S. aureus
es un patdégeno importante que tiene la capacidad de desarrollar resistencia a
varios antibioticos (Chambers et al., 2009). Varios estudios coinciden en que las
cepas con alta tasa de mutacion constituyen =1% de las poblaciones naturales,
tanto en las bacterias aisladas en diferentes procesos patolégicos como en
bacterias comensales. En estudios reportados, el uso continuo de bacterias en un
medio a ciertas condiciones especificas genera adaptacion y mutacion, esto puede
incrementarse drasticamente en S. aureus (Prunier et al., 2003). Es por eso que
se utilizé un S. aureus salvaje como control de adaptacion, es decir si el extracto
tenia la capacidad de inhibir el crecimiento de un salvaje y no del ATCC se
deducia que el S. aureus ATCC ya se habia adaptado a la accién de Stevia. Se
propone que, a pesar de su rapida adaptacion a las condiciones, podemos
destacar que la combinacién y diferentes proporciones de los compuestos

secundarios de Stevia reflejan que el extracto es un buen antibiético natural.
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Tabla 6. Evaluacién de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de

Stevia rebaudiana frente a Staphylococcus.

Extracto Halo de inhibicién (cm)

etandlico S.aureus | S.epidermidis | S.saprophyticus S.

(mg/ml) | ATCC29213 | ATCC12228 Salvaje g;{fgjse
100 1.1 1.2 1 1.3
80 1.1 1.2 1 1.3
60 11 1.2 1 1.3
40 1.1 1.2 0.8 1.2
20 I I 1 1.1

Control
positivo
Vancomicina

(30 ng)
2cm

/I No presenta actividad antibacteriana.

Tabla 7. Actividad antibacteriana (%) del extracto etandlico de Stevia frente a

Staphylococcus a diferentes concentraciones.

% de inhibicion

Extracto
- S. S.
etandlico S. aureus
epidermidis | saprophyticus | S- aureus
(mg/ml) ATCC29213 _ Salvaje
ATCC12228 Salvaje
100 55 60 50 65
80 55 60 50 65
60 55 60 50 65
40 55 60 40 60
20 I I I 55

Control
positivo
Vancomicina

(30 pg)
2cm

/I No presenta actividad antibacteriana.
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S. aureus

Figura 6. Actividad antibacteriana del extracto
de Stevia a diferentes concentraciones en
mg/mL ~frente a S. aureus ATCC 29213,
control positivo en rojo y control negativo en
azul.

Figura 7. Actividad antibacteriana del extracto
de Stevia a diferentes concentraciones en
mg/mL+frente a S. saprophyticus salvaje,
control positivo en rojo y control negativo en
azul.

Figura 8. Actividad antibacteriana del extracto
de Stevia a diferentes concentraciones en
mg/mL <+ frente a S. epidermidis ATCC
12228, control positivo en rojo y control
negativo en azul.
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Figura 9. Actividad antibacteriana del extracto
de Stevia a diferentes concentraciones en
mg/mL + frente a S. aureus salvaje, control
positivo en rojo y control negativo en azul.



9.4 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos de la CMI, donde se encontré que
para S. aureus ATCC 29213 la CMI es de 50 mg/mL, S. saprophyticus salvaje y S.
aureus salvaje la CMI es de 40 mg/mL y S. epidermidis ATCC 12228 es de 30
mg/mL. Los estudios fitoquimicos han demostrado que S. rebaudiana posee una
gran diversidad de componentes quimicos; algunos autores han sefalado la
presencia, en extractos de hojas de Stevia, de alcaloides, flavonoides, fenoles,
esteroides, aceites esenciales y en menor concentracion, taninos (Preethi et al.,
2011; Lemus-Mondaca et al.,, 2012). Estos compuestos flavonoides, acidos
aromaticos y terpenoides se han descrito en varios trabajos, mencionados como
responsables de la actividad antibacteriana (Choi et al., 2006; Abou-Arab y Abu-
Salem, 2010). La tabla 7 refleja que a pesar de que las cuatro bacterias son del
mismo género, pero diferente especie, el extracto de Stevia presenta un efecto
inhibitorio superior en S. epidermidis ATCC 12228. EI MTT muestra una tincién
morada en todos los pozos donde hay crecimiento y viabilidad de la célula
bacteriana. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de cristal
reducido (formazan) (Garfias et al., 2000).

Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de

Stevia frente Staphylococcus.

Extracto CEPAS
etandlico S. aureus S. epidermidis | S. saprophyticus S. aureus
(mg/mL) ATCC 29213 ATCC 12228 salvaje salvaje
100 + + + +
90 + + + +
80 + + + +
70 + + + +
60 + + + +
50 + + + +
40 / + + +
30 /l + Il Il
20 /] Il Il Il
10 /l /l Il Il

+ Efecto inhibitorio de crecimiento.
/I No presenta actividad antibacteriana
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Figura 10. Concentraciéon minima inhibitoria por microdilucion en micro placa en agar Mueller
Hinton con revelador MTT. Au: S. aureus de 50mg/mL, Ep: S. epidermidis de 30mg/mL, Sa: S.
saprophyticus salvaje de 40 mg/mL y #: S. aureus salvaje 40 mg/mL Todos los pocillos donde
muestra una coloraciéon morada corresponde al crecimiento bacteriano.

9.5 Caracterizacion del extracto etanoélico de Stevia.
9.5.1 Espectrofotometria de UV-visible

La figura 11, muestra el espectro de UV-VIS del extracto S. rebaudiana. El
espectro de UV-VIS muestra dos bandas de absorcion, la de mayor intensidad se
ubica en la region UV mediano en 328.0 nm, corresponde a las transiciones
electronicas: n—1* de los carbonilos a, B insaturados y la presencia de grupos

oxipolienatos ciclicos del esteviosido.
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Figura 11. Espectros de UV-VIS de la Stevia rebaudiana Bertoni

La banda de absorcion de menor intensidad ubicada en la region visible en 672
nm correspondiente a la absorcién de color roja con una frecuencia de 4.46x1014
Hz. Las transiciones electronicas son del tipo n—1* de la molécula del esteviol.

9.6 Espectroscopia de FT-IR: Determinacion estructural del extracto de
Stevia.

El espectro de FT-IR del extracto de S. rebaudiana se presenta en la figura 12. La
banda de absorcion ubicada en 3402.8 cm-1 correspondiente al modo de vibracion
de alargamiento vO-H, que identifica los grupos hidroxilos (OH), agua (H-OH) y
alcohol (etanol, R-OH). En 2923.4 cm-1 se ubican los modos de vibracion de
alargamiento VC-H de las especies quimicas C-H. El modo de vibracion de
alargamiento vC-H asimétricos se localiza en 2900 cm-1, mientras la absorcion en
2352.1 cm-1corresponde a las interacciones de las especies C-O simétricas en
1950 cm-1, la banda de vibracién correspondiente a las interacciones de tipo
flexion VOH de los grupos OH-, las cuales se deben a la humedad y a grupos

hidroxilos de la superficie del material, del disolvente y a la deformacion VHOH del
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agua coordinada se encuentra en 1636.3 cm-1. Los valores de 1445.8 cm-1 y
1410 cm-1corresponden a las vibraciones de alargamiento simétricas VCOO- y
deformacion VCH3. Las bandas de vibracién correspondientes a las vibraciones
tipo alargamiento asimétricas VCOO- de iones carboxilato se ubican en 1593.0 cm-

1. De acuerdo con estudios fitoquimicos la actividad antimicrobiana de las hojas
de Stevia rebaudiana podria darse por los compuestos fendlicos, flavonoides,

antocianinas y taninos (Tadhani et al., 2007).

100 —

% Transmitancia

028 1065.0
a T T T T T T 1

4000 2000 2000 1000

Nimero de Onda (cm™)

Figura 12. Espectro IR del extracto de S. rebaudiana.
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10 CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Stevia obtenido por sonicacion resultdé mas eficaz
en la evaluacion de la actividad antibacteriana frente a S. aureus salvaje,
S. epidermidis ATCC 12228, S. saprophyticus salvaje y S. aureus ATCC
29213.

La CMI para S. epidermidis ATCC 12228 de 30 mg/ml, S. saprophyticus
salvaje y S. aureus salvaje de 40 mg/ml y S. aureus ATCC 29213 de 50
mg/ml.

Se determinaron los grupos funcionales del extracto de Stevia por FT-IR
obteniendo compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas y taninos. Y en

el espectro de UV-vis obteniendo estevidsido y grupos carbonilos.
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11 RECOMENDACIONES

e Realizar cromatografia en capa fina para el analisis de compuestos

e Realizar cromatografia en columna para la obtencion de diferentes
fracciones de los compuestos.

e Realizar cromatografia de gases (HPLC) para la obtencién de fracciones a
diferentes proporciones de compuesto y para su caracterizacion.

o Caracterizar los metabolitos secundarios encargados de la actividad

antimicrobiana.
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