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Resumen

Una de las practicas mas importantes en México es la utilizacién de las plantas
medicinales (PM) como una alternativa para curar diferentes enfermedades, esto
por la gran diversidad de plantas que se pueden encontrar en nuestro pais. Para
este trabajo de utilizaron diferentes estructuras de la planta que comprenden; fruto,
bulbos, semillas y hojas de las mismas segun corresponda. Se obtuvo el extracto
acuoso de las especies de Allium sativum, Coffea arabica ,Cinnamomum verum,
Capsicum chinese habanero group, Zingiber officinale roscoe, Petroselinum
crispum, Ruta graveolens, Rosa sp. Aloe vera, Ocimun basilicum, Origanum
vulgaris, Rosmarinus officianalis, Thymus vulgaris, las cuales fueron previemente
desinfectada con una solucion de hipoclorito de sodio al 10%. Estos extractos se
elaboraron mediante la técnica de maceracién, posterior a esto, se recupero el
extracto hidroalcohdlico reposado durante tes dias. Para la prueba de sensibilidad
se realizé la técnica de turbidimetria en medio liquido, siendo una técnica muy
efectiva para la demostracion de la sensibilidad. Los resultados mostraron que los
extractos de ajo inhibié un 100%, albahaca un 84% y café con un 76% de la especies
totales siendo los que mayor accion inhibitoria presentaron entre las bacterias
patogenas. Por otro lado las bacterias Listeria monocytogenes presentd la mayor
resistencia a estos extractos con un 85%.



1. Introduccién

La importancia de las plantas medicinales (PM), aromaticas y especias se hace mas
patente en la actualidad en paises desarrollados. En Pakistan se estima que un 80%
de las personas dependen de éstas para curarse y un 40% en China. En paises
tecnolégicamente avanzados como en Estados Unidos la poblacion utiliza también
las plantas medicinales para combatir ciertas dolencias y Japdn es el pais con mas
demanda de plantas medicinales que de medicamentos exclusivos. El uso de las
plantas medicinales tanto como uso interno corporal como para uso externo a
menudo puede lograr una rapida solucion a los diferentes problemas. (Magana et
al., 2010).

1.1 Etnobotanica

Estas plantas han tenido una gran importancia etnobotanica durante varios siglos,
se han utilizado en la cultura, la nutricion, como medicamentos y antioxidantes
(Abdullah et al., 2014; Ibraheem et al., 2010), estas son utilizadas para el uso
farmacéutico al tener un gran contenido de sustancias activas llamados metabolitos
secundarios, por ejemplo: aceites esenciales, alcaloides, antraquinonas, esteroides,
triterpenos, flavonoides, taninos, saponinas y cumarinas. Estos compuestos se
pueden encontrar o extraer de hojas, semillas, corteza, resina, bayas, flores, raices
o frutas (Turgay, 2002). Se ha demostrado que tienen diferentes formas de defensa
contra microorganismos. A través de la sintesis de enzimas las cuales son capaces
de modificar la estructura de su pared celular vegetal presentando mas resistencia
a ser infectadas. (Sepulveda et al., 2004).

1.2 Plantas medicinales

Las plantas medicinales son un recurso importante para el sector salud, su uso
en paises en desarrollo es de un 80% ya sea por tradicidn, uso alternativo o por
economia. Se cree que no tienen efectos secundarios en sus principios activos, por

lo que estos pueden poseer un potencial terapéutico. (OMS, 2004).

México tiene el segundo lugar a nivel mundial en el uso de las (PM), se han
registrado aproximadamente 4,500 especies para una gran variedad de
tratamientos fitoterapéuticos. Esto se debe a que desde los inicios de las épocas



prehispanicas se han utilizado y se han trasmitido de generacion a generacién, por
la gran diversidad vegetal que se encuentra en el pais (Garcia et al., 2010).

Estudios recientes han demostrado que los metabolitos secundarios poseen
estructuras relativamente complejas y son capaces de brindarles proteccion contra
bacterias, virus, parasitos y hongos, esta ventaja se puede ocupar como un método
alternativo al consumo de antibidticos implementando una nueva estrategia de
combatir microorganismos patdégenos de forma natural consumiendo este tipo de

herbolaria (Hirulkar y Agrawal, 2010; Noumedem et al., 2013).
1.3 Recistencia bacteriana

Las enfermedades de origen bacteriano: respiratorias y diarreicas es una de las
principales causas de muerte en México y en el mundo afectando a personas de
diferentes edades, siendo los mas vulnerables los nifios y adultos mayores. La OMS
en 2015 reporto una mortalidad de 920,136 personas por enfermedades
respiratorias mientras que en enfermedades intestinales se estima que cada ano
mueren 1,500,000 millones personas en paises en desarrollo. Ya sea por el uso
indebido y excesivo de estos farmacos que se han empleado desde los ultimos
afnos, esto ha provocado un problema de salud publica, alterando las bacterias que
son sensibles, otorgandoles resistencia y ventajas de supervivencia, modificando
sus genes de una generacién a otra incluso de diferentes especies. Las bacterias
que se han reportado con mayor resistencia a los antibidticos son: Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Acinetobacter,
Pseudomonas y varias enterobacteriaceas como Klebsiella, Serratia, Proteus,
Escherichia coli, Shigella y Salmonella (Gull et al., 2012; Taheri et al., 2013; Beg;
Ahmad 2001 y OMS 2017, 2015).

La resistencia bacteriana ha generado un gran interés en implementar el uso de
medicamentos de origen natural como alternativa a los tratamientos con
antibioticos. Para poder analizar mas a fondo la composicion quimica de las (PM) y
sus principios activos, asi como determinar alguna actividad farmacoldgica, es

necesario realizar pruebas quimicas (Coy, 2014).



Actualmente se han desarrollado diferentes metodologias para poder determinar los
principios activos que pueden contener las plantas medicinales, que consisten en
reacciones que producen alteraciones en las estructuras moleculares, modificando
su grupo funcional. Una de las metodologias son las pruebas fitoquimicas que
establecen ciertas composiciones quimicas de las plantas, esto es para poder
realizar una seleccion de vegetales que se quieren estudiar dependiendo de las
sustancias activas que pueden llegar tener por sus actividades bioldgicas
especificas, por ejemplo: antimicrobianos, antioxidantes y anticancerigenos (Erkan
et al., 2008).

2. Antecedentes

2.1 Plantas medicinales

Las Plantas Medicinales durante anos fueron utilizadas por su alto contenido en el
uso terapéutico y por sus diferentes propiedades, en ellas se encuentra una extensa
gama de sustancias quimicas que son utiles como medicamentos (Rates, 2001). La
concentracion de compuestos que se encuentran en algunas de las plantas
depende de la época del ano, tipo de suelo, humedad, entre otros factores, estos
compuestos se pueden encontrar en toda la estructura de la planta o en algunas
estructuras como en raiz, fruto, semilla. Podemos encontrar hasta 10 principios

activos en una sola planta (Ocegueda et al., 2005).

2.2 Extractos vegetales

En la actualidad los extractos vegetales son referencia de economia ya que
mundialmente se manejan millones de pesos en el mundo, se reportan por lo menos
25000 especies que contienen componentes activos y 1340 que presentan
componentes antimicrobianos (Raskin et al., 2002).

Los extractos vegetales se definen como mezclas complejas de metabolitos
secundarios que se pueden aislar por diferentes métodos como la destilacion por
arrastre de vapor o por medio del soxtlet, estos cubriendo una gran variedad de
efectos farmacologico. Los extractos vegetales tienen un gran efecto farmacoldgico

demostrando una gama de propiedades como antiinflamatorios, antioxidantes,



anticancerigenos y sirve como inhibidor a microorganismos como bacterias, hongos

virus, protozoarios insectos y plantas (Garcia et al., 2010).

La farmacognosia se considera como el estudio de sustancias de origen natural que
investiga los componentes de las plantas, animales, bacterias y reinos minerales
con un fin terapéutico, que tiene relacion con la fitoquimica, del cual se obtienen
metabolitos que son principios activos y se revelan sus compuestos quimicos
(Barragan, 2006).

2.3 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos activos y de bajo peso molecular, que
se encuentran en diferentes estructuras de las plantas, estos varian dependiendo la
etapa de crecimiento y de las condiciones ambientales en la que se encuentra dicho
vegetal, pueden tener una gran importancia ecolégica incluyendo su participacion
en los procesos de adaptacion de las plantas a los diferentes cambios ambientales.
Se sabe que en las plantas por su actividad terapéutica poseen una gran variedad
de estos compuestos ocupando un papel importante en la farmacognosia (Delgoda
y Murray, 2017; Yarnell, 2007).

En la actualidad los metabolitos secundarios se clasifican en tres grandes grupos:
Alcaloides: compuestos heterociclicos de nitrégenos que raramente son usados en
medicina debido a su alto grado de toxicidad. Terpenoides: compuestos por
unidades de isopreno, un gas muy volatil que en las plantas es producido en el
cloroplasto y protege a la planta de las temperaturas altas. Por ultimo, los
compuestos Fendlicos, que consiste en un grupo hidroxilo (-OH) unido a un anillo
aromatico, es el compuesto que mas caracteristicas benéficas para el hombre se

han encontrado (lkan,1991).

2.3.1 Alcaloides

Son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno basico, la mayoria de ellos
son insolubles o pocos solubles en agua y los podemos encontrarlos en las plantas
superiores y se sabe que hay un 20% de plantas con flores que contienen alcaloides
porque les otorga una defensa para insectos o parasitos siendo toéxico para estos
(Coy, 2014).



2.3.2 Fenoles

La presencia de los fenoles se puede encontrar en los tejidos vegetales siendo una
de las caracteristicas que tienen las plantas. Los fenoles estan compuestos de
estructuras aromaticas con uno o varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos, su
compuesto basico es el fenol, pero la mayoria estan constituidos por polifenoles y
se pueden encontrar mas de 8000 de estos, como; quinonas fendlicas, cumarinas,
flavonoides, taninos constituyendo uno de los grupos de micronutrientes mas

abundantes en los vegetales e importante en la dieta humana (Azcén y Talon, 2000).

2.3.3Terpenos

Son hidrocarburos que pertenecen a la familia de los alquenos, alcoholes, ésteres,
éteres, aldehidos y cetonas, constituyen a un grupo de mas de 40,000 moléculas
diferentes. Los terpenos se localizan en las plantas principalmente en las hojas,
flores y frutos (Ormefio y Fernandez, 2012).
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Figura (1). Via de los metabolitos secundarios de plantas donde se muestran los tres compuestos
secundarios como nitrogenados, fendlicos y terpenoides ("Secondary Metabolites and Plant
Defense". En: Plant Physiology, Fourth Edition. Sinauer Associates, Inc. 2006. Capitulo 13.)



2.4 Plantas medicinales utilizadas en México

México posee el segundo lugar a nivel mundial en el uso de plantas medicinales, se
han registrado aproximadamente 4500 especies para una gran variedad de
tratamientos fitoterapéuticos. Esto se debe a que desde los inicios de las épocas
prehispanicas se han utilizado y se han trasmitido de generacion a generacién, por
su gran diversidad vegetal que se encuentra en el pais (Carvajal ef al., 2012). Las
plantas medicinales tienen una gran demanda y son uno de los principales recursos
en México, ya que mas de 40 millones de mexicanos que se encuentran en zonas
rurales dependen de ellas al no tener acceso a los diferentes centros de salud
(Osuna et al., 2005).

Fitoquimicas

Son sustancias biolégicamente activas, estos compuestos quimicos se encuentran
en las plantas, cada una provee muchos beneficios para la salud humana
proporcionando tanto micronutrientes como macronutrientes. Estos compuestos
son benéficos también para la planta protegiéndola de alguna enfermedad o para
reparar algun dafo, ademas contribuyen a la coloracion, aroma y sabor a las
plantas. En general estos quimicos de origen vegetal que protegen a las plantas de
peligros ambientales, tales como; la sequia, el estrés, animales, la exposicion a los
rayos UV y los ataques de algun patégeno (bacteria, virus, hongos) se le denominan
fitoquimicos (Velavan, 2015).

Actualmente se han desarrollado diferentes metodologias para poder determinar los
principios activos que pueden contener las plantas medicinales, que consisten en
reacciones que producen alteraciones en las estructuras moleculares, modificando
su grupo funcional. Una de estas metodologias son las pruebas fitoquimicas que
establecen ciertas composiciones quimicas, esto es para poder realizar una
seleccion de vegetales que se quieren estudiar dependiendo de las sustancias
activas que pueden llegar tener, ya sea por sus actividades biolégicas especificas,

por ejemplo: antimicrobianos, antioxidantes y anticancerigenos (Erkan, 2008).



2.5 Resistencia bacteriana

La OMS en el 2017 reportd que la mortalidad a nivel mundial es de casi 50,000
personas al dia, la razon es porque las bacterias han presentado resistencia a
diferentes farmacos, uno de ellos son los antibidticos. Provocando que en los
ultimos afos el uso indebido y excesivo de estos medicamentos ocasionen un
problema de salud publica, alterando las bacterias que son sensibles, otorgandoles
resistencia y ventajas de supervivencia, modificando sus genes de una generacion
a otra incluso de diferentes especies. Las bacterias que se han reportado con mayor
resistencia a los antibidticos son: Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Acinetobacter, Pseudomonas y varias
enterobacteriaceas Pseudomonas y varias enterobacteriaceas
como Klebsiella, Serratia, Proteus, Escherichia coli, Shigella'y Salmonella (Gull et
al., 2012; Taheri et al., 2013; Beg; Ahmad 2001 y OMS 2017).

La resistencia bacteriana ha generado un gran interés en implementar el uso de
medicamentos de origen natural como alternativa a los tratamientos con
antibioticos. Para poder analizar mas a fondo la composicién quimica y los factores
que pueden variar su estructura, sus principios activos y determinar alguna actividad

farmacolodgica (Coy, 2014).



Justificacién

En la actualidad el uso inadecuado de los antibiéticos, ha causado una problematica
a nivel mundial, facilitando que muchas de las enfermedades causadas por
bacterias sean dificiles de erradicar, por esta razén, el presente trabajo pretende
dar una alternativa para el uso excesivo de los antibiéticos mediante extractos de
origen natural, teniendo en cuenta que se sabe que las plantas medicinales y
aromaticas han sido utilizados para la inhibicion del crecimiento bacteriano que
afectan al ser humano, esto es de suma importancia debido a su origen natural y
no desarrollan efectos secundarios. Con base en lo mencionado anteriormente, se
sugiere el consumo de extractos vegetales como una alternativa para disminuir el
uso de antibioticos y de esta manera evitar la posible resistencia bacteriana, porque
se ha demostrado en los ultimos afios que algunos metabolitos secundarios como:
saponinas, flavonoides, fenoles, taninos, por mencionar algunos y otros compuestos

activos de las plantas medicinales y aromaticas no generan resistencia bacteriana.



Objetivo General

% Evaluar la inhibicidn del crecimiento de bacterias patégenas mediante el uso

de extractos acuosos de origen vegetal.

Objetivos Especificos

Obtencion de los extractos vegetales por medio de maceracion y destilacion.
Evaluar los extractos vegetales para determinar la inhibicién de bacterias
patogenas mediante cultivo liquido.

Elaborar la combinacidn de los extractos vegetales que mayor efecto
inhibitorio presentaron.

Comprobar mediante pruebas fitoquimicas la presencia de metabolitos

secundarios de los extractos con mayor inhibicion.



Materiales y Métodos

Esquema de trabajo general
-

o

-

-




Recoleccion y desinfeccion de la materia vegetal

El material vegetal que se utilizé para este trabajo se obtuvo en mercados locales,

pertenecientes a las siguientes familias que se muestran en la tabla 1. Utilizando el

fruto, bulbos, semillas y hojas de las plantas segun corresponda. La materia vegetal

se selecciond segun sus cualidades organolépticas, es decir, dependiendo de su

aspecto fisico como: su olor, color, consistencia y frescura.

Tabla 1. Se muestran las especies y familias de las plantas que se utilizarén.

Nombre comun Nombre cientifico Familia
Ajo Allium sativum Amaryllidceae
Cafe Coffea arabica Rubiaceae
Canela Cinnamomum verum Lauraceae
Chile habanero Capsicum chinese habanero group Solanaceae
Jengibre Zingiber officinale roscoe Zingiberaceae
Perejil Petroselinum crispum Apiaceae
Ruda Ruta graveolens Rutaceae
Rosa Rosa sp. Rosaceae
Sabila Aloe vera Asphodelaceae
Albahaca Ocimun basilicum

Orégano Origanum vulgaris

Romero Rosmarinus officianalis Laminaceae
Tomillo Thymus vulgaris




Figura 2. Materia vegetal utilizada en el trabajo enumeradas correspondientemente
1) ajo Allium sativum), 2) Albahaca (Ocimun basilicum L.), 3) Café ( Coffea arabica
L.), 4) Canela (Cinnamomum verum), 5) Chile Habanero (Capsicum chinense
Habanero Group), 6) Jengibre (Zingiber officinale roscoe), 7) Orégano (Origanum
vulgaris L.), 8) Perejil (Petroselinum crispum), 9) Romero (Rosmarinus Officianalis
L.), 10) Rosas rojas spp. 11) Ruda (Ruta graveolens L), 12) Sabila (Aloe vera), 13)
Tomillo (Thymus vulgaris L.).



Desinfeccion de la materia vegetal

Una vez seleccionado el material que tenian mejor aspecto, se pesaron 30g y se
procedid a su desinfeccion, todo se realizé bajo condiciones de esterilidad. Los
vegetales fueron lavados con agua destilada para eliminar cualquier agente
contaminante, posteriormente se preparé una solucion de hipoclorito de sodio al 5%
y se dejo reposar durante diez minutos, transcurrido el tiempo se retird la solucion
lavando el exceso con agua destilada estéril, posteriormente se col6 y se dejé

escurrir.

Figura (3). Esquema de preparacion de extractos 1) Recoleccion, 2) Seleccion,

3)Desinfeccion, 4) Maceracion, 5) Sol. Hidroetandlica, 6) Verter 7) Almacenaje



Maceracion de la materia vegetal

Posterior a su desinfeccion se colocaréon en un mortero previamente esterilizado
para su maceracion, se le agrego una solucion de 1:1 de alcohol etandlico y agua
destilada estéril, el extracto obtenido se colocé en un frasco de color ambar

(SHOOT) y se dejé reposar por 3 dias agitando la mezcla cada dia por diez minutos.

Figura (4). Vegetales macerados

Después se filtr6 con un embudo de cristal esterilizado y gasa estéril para obtener
el extracto libre de residuos de materia vegetal, el extracto se colocé en un
evaporador rotatorio Hahnvapor de marca Witeg a 70°C en bafio maria a 50 rpm

por 45 minutos, hasta eliminar el disolvente de los extractos.

“\\\\\m\\x\m -




Figura (5). Imagen del equipo utilizado Rotavapor para la obtencion de los

extractos

Esterilizacion por filtracidon de los extractos

Ya que se obtuvieron los extractos, se filtraron mediante gasas, algoddn, y papel
filtro estéril. Finalmente, los extractos fueron esterilizados por medio de filtracién
por membrana (0,45 micras). El extracto final conservo en frascos color ambar y se

conservaron a 4°C hasta su utilizacion.

Bacterias utilizadas

La especies utilizadas en este trabajo fueron donadas por la Facultad de Ciencias
Quimicas del departamento de microbiologia de alimentos de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla, son: Enterobacter aerogenes, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Kllebsiella oxytoca, Listeria monocytogenes,
Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Shigella
sonnei, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, la restante fue
previamente aislada de alimentos crudos e identificada por pruebas bioquimicas.



Identificacion morfolégica por Tincion de Gram
Cada una de las cepas, se sometié a un proceso de tincion de Gram con la finalidad

de diferenciar entre una bacteria Gram negativa y una bacteria Gram positiva.

Staphylococcus aureus Klebsiella oxytoca

Figura (6). A la izquierda se observa una bacteria Gram (+) y a la derecha una

bacteria Gram (-) observadas a 100X.

Pruebas bioquimicas

Para confirmar que las cepas concordaran con la especie se les realizaron
diferentes pruebas bioquimicas convencionales como: oxidasa, catalasa, Citrato de
Simmons, Movilidad Indol Ornitina (MIO), Agar Hierro Triple Azucar (TSl), Urea, Y
Agar Hierro Lisina (LIA), consultando los resultados en el libro de MacFaddin.



Cuantificaciéon de UFC’s

Se realiz6 la técnica de conteo por goteo en placa, para poder calcular el numero
de UFC’s de las especies, se sembraron 5 yL de cada especie ( Enterobacter
aerogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Kllebsiella oxytoca,
Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Providencia stuartii, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae), en tubos de caldo Luria Bertani (LB) con 3 ml cada uno
previamente esterilizados y a prueba de esterilidad, se deja incubar por 24hrs, en 7
tubos eppendorff con 900uL de caldo LB estéril, se le agrego 100uL del inoculo
previamente agitado y asi sucesivamente se le agrega a cada eppendorff hasta
obtener una dilucién de 1x107. Sembradas en placas de medio LB divididas en 6
secciones sembrando 2uL de cada concentracion y se incubaron a 37°C por 24
horas.
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Figura (7). Esquema (Tomada de Vectorstock) de conteo en placa de
Pseudomonas aeroginosa férmula (tomada de Pérez y Terrdn et al., 2010).



Actividad antimicrobiana

Para determinar la actividad antimicrobiana se prepararon tubos con 4ml de caldo
LB, a cada tubo se le agregaron 4ml de extracto y se inocularén 4yl de la cepa
correspondiente a una concentracion de 1x10° UFC/ml por duplicado, se llevé acabo
la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro (Thermo Scientific GENESYS
20) a 625 nandmetros (nm), para el blanco se utiliz6 agua destilada estéril y como
control el crecimiento normal de la cepa en caldo LB, se obtuvieron los resultados
de las mediciones en tres tiempos diferentes: tiempo1 T1= 0 horas, tiempo2 T2= 24
horas, tiempo3 T3= 48 horas. La incubacion se realiz6 en una incubadora de
agitacion orbital a 37°C a 100 (rpm).

Actividad antimicrobiana con extractos combinados

Para la combinacién de los extractos se tomaron en cuenta los que presentaron
mayor inhibicion, que fueron café, ajo y albaca, se hizo una mezcla de ajo-café, ajo-
albahaca, y café-albaca se coloco en el tubo 2ml de cada extracto y se agito en un
vortex, hasta obtener una homogenizaciéon del extracto combinado, para cada cepa

con un volumen de 2ml de cada uno usando la metodologia antes mencionada.
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Imagen (8). Extractos combinados de café-albahaca, albahaca-café y café-ajo sin
agitar.

Pruebas Fitoquimicas

Para determinar los metabolitos secundarios de cada uno de los extractos que
presentaron mayor actividad inhibitoria se ocuparon diferentes pruebas
colorimétricas por duplicado.

e Prueba para Saponinas
Para la materia vegetal se utiliz6 un horno de secado a 45°C durante tres dias en
oscuridad. Se pesaron 0.2 gr de esta materia previamente seca y se agrego a un
tubo de ensayo colocando 10 ml de agua destilada a una temperatura de 70 °C, se
agitdé vigorosamente durante 1 min. Preferentemente a mano, se dejo reposar
durante 15 min. Para observar la presencia de saponinas se considera positiva si

esta produce espuma.

e Pruebas de esteroides
Agregar en un tubo de ensayo 0.2gr de materia vegetal seca agregando 4ml de
cloroformo a cada tubo, agitar levemente por unos minutos, filtrar a otro tubo de
ensayo con la ayuda de un embudo con papel filtro, agregar 0.5ml de anhidrido
acético en el tubo de ensayo por ultimo agregar 2 gotas de acido sulfurico. Si la
prueba resulta positiva su color cambia a oscuro (morado) y se determina la

reaccion exotérmica.

e Prueba para Fenoles
Se coloco en un tubo de ensayo 1ml del extracto seleccionado (café, albahaca y
ajo) se le agregd 1ml de metanol y 2 gotas de cloruro férrico (FeCls). Para identificar
presencia de fenoles o taninos pirogalicos debemos identificar un color azul oscuro

y verde para la presencia de fenoles o taninos de tipo catecol.

e Prueba de flavonoides
En tubo de ensayo se agregé 1ml de extracto acuoso, 1ml de etanol, 1ml de
anhidrido acético y por ultimo se le agregd una viruta de magnesio para oxidar. Si

la muestra vira de color rojo es un resultado positivo.



e Pruebas de quinonas
Se pesaron 0.2gr. De material seco de los vegetales y se colocé en tubos de
ensaye. Se agregaron peroxido de hidrogeno (H202) AL 6% posteriormente se filtrd
con la ayuda de un embudo y papel filtro. Se le agreg6 4 ml de benceno y se agito
vigorosamente, finalmente se le agregd 4ml de NaOH al 5N. La prueba se considera
positiva si la fase alcalina cambia de color.

¢ Pruebas de cumarinas
Agregar en un tubo de ensayo 0.2 gr de materia vegetal seca agregando 4 ml de
cloroformo a cada tubo, agitar levemente por unos minutos, filtrar a otro tubo de
ensayo con la ayuda de un embudo con papel filtro, por ultimo agregar 2ml de acido

clorhidrico. Sila muestra empieza a tener una decoloracion es un resultado positivo.

e Pruebas de terpenos
Revelador de terpenos :Se agregé en un frasco 10 ml de anhidrido acético, 25 ml
de cloroformo y 1ml de acido sulfurico, para realizar esta prueba se colocé 3ml de
extracto acuoso en tubos de ensayo y se le agregaron 3 ml de solvente revelador
de terpenos se agita la muestra es positiva cuando tienen un color fosforescente o

fluorescente.



Resultados
Se utilizaron un total de 13 cepas, de las cuales fueron 9 Gram negativas y 4 Gram
positivas enlistadas en la siguiente Tabla 2 anexando la cepa que se aislé de

manera independiente (Proteus vulgaris).

Tabla 2. Clasificacién de las cepas acorde a su taxonomia.

Orden Género Especie Gram
Enterobacter E. aerogenes -
Klebsiella K.oxytoca -
K. pneumoniae -
Enterobacteriales Proteus P vulgaris -
Providencia P. stuartii -
Serratia S. marcescens -
Shigella S. soneii -
Yersinia Y. enterocolitica -
Pseudomonales Pseudomonas | P. aeroginosa -
Bacillales Listeria L. monocytogenes |+
Staphylococcus | S. aureus +
Lactobacillales Enterococcus E. faecalis +
Streptococcus | S. pneumoniae +

Resultados de pH

Como se puede observar en la Tabla 3 muestra la comparacion de los diferentes
pH tomados de los extractos vegetales, la mayoria de estos tienden a ser acidos
con un pH de 4 como: café, canela, perejil, rosas rojas, y tomillo mientras que

albahaca, habanero, orégano y romero presentaron un pH de 5, los extractos con



un pH de 6 fueron ajo, jengibre, y el unico extracto que presenté un pH de 7 fue

sabila siendo neutro.

Tabla 3. Resultados de pH de extractos vegetales.

Extracto
Ajo
Albahaca
Café

Canela

©
I

Habanero

Jengibre

Orégano

Perejil

Romero

Rosas rojas
Ruda
Sabila

Tomillo
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Resultados de los extractos vegetales

Para los resultados del porcentaje de la inhibicion (sensibilidad) de las cepas Gram

negativas y Gram positivas en los dos tiempos se muestran que

Tabla 4. Resultados del porcentaje de la inhibicion de extractos vegetales en las

cepas Gram negativas.



Cepas Gram negativas
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Amaryllidaceae | Ajo 0 0 0 0 0 0 3% | 3% 0 0
Rubiaceae Café 12% | 14% | O 0 [81% |82% | 4% | 5% 0 0
Lauraceae Canela 16% | 18% | 22% | 37% | 18% | 23% | 13% | 14% | 6% | 10%
Solanaceae Chile habanero | 35% | 68% | 10% | 13% | O 0 2% | 2% | 2% | 3%
Zingiberaceae | Jengibre 48% | 66% | 4% | 4% | 47% | 59% | 57% | 71% | 63% | 80%
Apiaceae Perejil 25% | 27% | 65% | 75% | O 0 |46% | 61% | 66% | 72%
Rutaceae Ruda 82% | 93% | 35% | 36% | 63% | 78% | 72% | 73% | 34% | 48%
Rosaceae Rosa rojas 13% | 15% | 66% | 75% | 43% | 59% | 31% | 40% | 25% | 27%
Asphodelaceae | Sabila 75% | 88% | O 0 |79% | 86% | 11% | 11% | 14% | 17%
Albahaca 74% [ 88% | 3% | 3% |83% | 97% | 2% | 2% 0 0
Orégano 9% | 18% | 22% | 25% | 21% | 27% | 23% | 33% | 4% | 6%
Laminaceae
Romero 3% | 4% | 24% | 25% | 76% | 81% | 17% | 24% | 5% | 12%
Tomillo 36% | 58% | O 0 |70% |88% | 18% | 17% | 12% | 22%

Resultados del T2=24H

Resultados del T3=48H

Tabla 5. Resultados del porcentaje de

cepas Gram negativas.

la inhibicién de extractos vegetales en las




Cepas Gram negativas
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Amaryllidaceae Ajo 0 0 0 0 0 0 0 0
Rubiaceae Café 0 0 24% | 28% | 10% | 16% 0 0
Lauraceae Canela 49% [ 66% | 27% | 29% | 14% | 22% | 38% | 43%
Solanaceae Chile habanero 0 0 1% 8% 0 0 0 0
Zingiberaceae Jengibre 0 0 |87% | 100% | 39% | 69% 2% 4%
) Perejil 1% | 3% | 61% | 100% | 16% | 23% |30% | 37%
Apiaceae
Rutaceae Ruda 53% | 82% | 88% | 88% | 93% | 98% 3% 3%
Rosaceae Rosa 72% | 87% | 78% | 81% [ 15% | 15% |28% | 30%
Asphodelaceae Sabila 66% | 70% | 2% 8% |46% | 66% 2% | 2%
Albahaca 0 0 0 0 0 0 0 0
Orégano 18% | 26% | 14% | 29% | 50% | 60% 2% 6%
Romero 36% | 67% | 10% | 13% | 5% 8% 2% 2%
Laminaceae Tomillo 42% | 78% | 2% 8% |56% | 58% 1% 2%

Resultados del T2=24H

Resultados del T3=48H

Tabla 6. Resultados del porcentaje de la inhibicidn de extractos vegetales en las

cepas Gram positivas




Cepas Gram positiva
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Amaryllidaceae Ajo 0 0 0 0 2% 3% 2% 3%
Rubiaceae Café 24% | 33% 0 0 10% | 18% 2% 3%
Lauraceae Canela 87% | 100% | 14% | 18% | 14% | 22% | 12% | 17%
Solanaceae Chile habanero | 23% | 45% | 17% | 42% | 11% | 16% 7% 7%
Zingiberaceae Jengibre 87% | 100% | 24% | 42% | 91% | 99% | 10% | 27%
Apiaceae Perejil 94% | 100% | 35% |47% | 48% | 7T1% | 2% 3%
Rutaceae Ruda 28% | 36% | 90% | 99% | 100% | 100% | 76% | 91%
Rosaceae Rosa 86% | 100% | 31% | 34% | 39% | 46% | 59% | 67%
Asphodelaceae Sabila 9% | 16% 0% 0% | 60% | 71% | 35% | 39%
Albahaca 33% | 60% 7% | 13% 0 0 37% | 58%
Orégano 68% | 100% | 43% | 44% | 50% | 60% | 23% | 37%
Laminaceae
Romero 85% | 100% | 5% 6% 5% 8% 59% | 80%
Tomillo 40% | 83% 0% 0% | 33% 50% | 100% | 100%

En la grafica 1. Podemos observar que los extractos vegetales que mayor
efectividad presentaron fue el extracto de ajo con un 100% inhibiendo el crecimiento

en todas las especies, mientras que albahaca con un 84% y café con un 76%,




mientras que los extractos que no presentaron inhibicion fueron ruda y rosas rojas

con el menor porcentaje.

Porcentaje de inhibicion de los extractos vegetales
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habanero

Grafica 1. Grafica del porcentaje total en todas las especies con diferentes extractos
vegetales.

Graficas de inhibicion de cepas gram negativas

En la grafica 2 se muestra el porcentaje de inhibicion (sensibilidad) de
Pseudomonas aeruginosa con los diferentes extractos vegetales. La cepa fue
sensible en ajo, café, habanero y albahaca no presentando crecimiento en los dos
tiempos, mientras que en los extractos de canela y perejil, presentaron un
crecimiento mayor de un 30% a un 43% en los dos tiempos a comparacion del
control, mientras que en los extractos restantes hubo una sensibilidad menor de un
1% al 30%.
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Grafica 2. Inhibicion de Pseudomonas aeruginosa con diferentes extractos

vegetales.

En la grafica 3. Se muestra los diferentes extractos para la inhibicién de Klebsiella
oxytoca donde se observa que la cepa fue sensible a los extractos de ajo, café,
sabila y tomillo los cuales no presentaron crecimiento a comparacion de perejil,
rosas y ruda que su crecimiento fue mayor al 35% mientras que los demas extractos

tuvieron una inhibicién de menos de un 20% en los dos tiempos.
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Grafica 3. Inhibicion de Klebsiella oxytoca con diferentes extractos vegetales.

En la grafica 4 se muestra los diferentes extractos para la inhibicién de Klebsiella
pneumoniae donde se observa que al cepa fue sensible a los extractos de ajo,
habanero y perejil, no presento un crecimiento mientras que en los extractos de
café, albahaca y tomillo tuvieron un crecimiento de mas de un 70% siendo una de

las cepas que presento mas resistencia a los extractos en los dos tiempos.
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Gréfica 4. Inhibicion de Klebsiella pneumoniae con diferentes extractos vegetales.



En la grafica 5 se muestra los diferentes extractos para la inhibicion Yersinia
enterocolitica donde se observa que los extractos de ajo, habanero y albahaca no
presentaron crecimiento mientras que la cepa presento una resistencia mayor al 50

% a los extractos de ruda, orégano y tomillo en los dos tiempos.
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Grafica 5. Inhibicidn de Yersinia enterocolitica con diferentes extractos vegetales.

En la grafica 6 se muestra los diferentes extractos para la inhibicion Enterobacter
aerogenes donde se observa que los extractos de ajo, no tuvo un crecimiento
mientras que habanero, jengibre, ruda, sabila, albahaca, y tomillo tuvieron un

crecimiento mayor de un 30 % en los dos tiempos.
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Gréafica 6. Inhibicion de Enterobacter aerogenes con diferentes extractos vegetales.

En la grafica 7 se muestra que los extractos de ajo, café, habanero, jengibre y
albahaca no presentaron crecimiento en Serratia marcescens a diferencia de los
extractos de canela, ruda, sabila, romero, tomillo y rosas siendo esta ultima la que

mayor crecimiento presento con un 72 y 87% a comparacion del control.
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Grafica 7. Inhibicion de Serratia marcescens con diferentes extractos vegetales.



En la grafica 8 se muestra los diferentes extractos para la inhibicién Shigella sonnei
donde se observa que los extractos de ajo y albahaca no presentaron crecimiento
mientras que los extractos de jengibre y perejil llegaron a crecer al 100% a

comparacion del control.
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Gréfica 8. Inhibicion de Shigella sonnei con diferentes extractos vegetales.

En la grafica 9 se muestra los diferentes extractos para la inhibicion Providencia
stuartii donde se observa que los extractos de ajo, albahaca y café no presentan

crecimiento mientras que jengibre, perejil y ruda presentaron un crecimiento mayor

del 50%.
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Grafica 9: Inhibicion de Providencia stuartii con diferentes extractos vegetales

En la grafica 10 se muestra los diferentes extractos para la inhibicion Proteus
vulgaris se observa que los extractos de ajo, albahaca, café y chile habanero
presentaron un crecimiento menor del 5 % mientras que los extractos de jengibre,

perejil, ruda,y rosas presentaron un crecimiento mayor al 30 y 71%.
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Grafica 10. Inhibicion de Proteus vulgaris con diferentes extractos vegetales.



Graficas de inhibicion de cepas gram positivas

En la grafica 11 se muestra los diferentes extractos para la inhibicion Enterococcus
faecalis donde se observa que el extracto de albahaca fue el unico que tuvo
inhibicibn mayor a comparacion de los demas extractos ya no hubo crecimiento
mientras que los extractos de jengibre, perejil, sabila y ruda siendo esta ultima la

que presento mayor crecimiento con un 100% a comparacion del control.
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Grafica 11. Inhibicidn de Enterococcus faecalis con diferentes extractos vegetales.

En la grafica 12 se muestra los diferentes extractos para la inhibicion
Staphylococcus aureus donde se observa que los extractos de ajo café sabila y

tomillo no presentaron crecimiento mientras que en el extractos de ruda presento

un crecimiento de 90 y 99 %
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Grafica 12. Inhibicidn de Staphylococcus aureus con diferentes extractos vegetales

En la grafica 13 se muestra los diferentes extractos para la inhibicién Streptococcus
pneumoniae se observa que los extractos de ajo, café, perejil presentaron un
crecimiento menor del 5 % mientras que los extractos de ruda, rosas, sabila,
albahaca, oregano romero teniendo un crecimiento mayor a un 30 % del
crecimiento a comparacion del control mientras que tomillo presento un crecimoento
de un 100%.
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Grafica 13. Inhibicion de Streptococcus pneumoniae con diferentes extractos

vegetales.

En la grafica 14 se muestra los diferentes extractos para la inhibicion Listeria
monocytogenes donde se observa que el extracto de ajo fue el unico que no
presento crecimiento y sabila con un crecimiento menor al 16 %, esta cepa fue la
que mayor resistencia tuvo con la mayoria de los extractos, siendo los extarctos de

jengibre , perejil, rosas, oregano y tomillo los que presentaron un crecimiento mayor

al 80y 100%.
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Grafica 14. Inhibicion de Listeria monocytogenes con diferentes extractos vegetales

Resultados de Fitoquimicas

Tabla 7. Pruebas Fitoquimicas de los tres extractos que mayor inhibicidon tuvieron

en las bacterias.
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- Sin presencia, +presencia baja, ++ presencia media y +++ presencia



Discusién

El uso de la PM con propiedades medicinales, representa una forma alternativa y
esencial para el tratamiento de diferentes enfermedades infecciosas, esto puede
incluir el uso de estos productos de origen natural.

De acuerdo con Ankri y Mirelman en 1999, atribuyen la actividad antimicrobiana a
los componentes de origen natural que posee el ajo (Allium sativum) y una de ellas
es la Alicina que en su forma pura actua inhibiendo una amplia gama de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, nuestro trabajo concuerda con el del autor antes
mencionado ya que 13 cepas siendo el (100%) total fueron inhibidas por el extracto
de ajo, por lo que se concluye que el ajo tiene la capacidad de inhibir el crecimiento
bacteriano de manera eficaz ya que sus algunos principios activos que contienen

son: flavonoides, antocianinas. Fenoles, esteroides y saponinas, Memarian 2020.

De acuerdo con El Aztal 2004 sus resultados coinciden con los de nuestro trabajo
usando la misma técnica de extracto acuoso de ajo teniendo la inhibicion del

100%en las cepas P. aeruginosa S. aureus S. pneumonia.

Johnson et al., 2016, reportan actividad antimicrobiana del extracto de ajo (Allium
sativum) contra S. aureus y P. aeroginosa, patogenos importantes de enfermedades
infecciosas. Estos resultados coincidieron con los obtenidos del presente trabajo
donde el extracto de ajo obtuvo la mayor accion inhibitoria en las cepas de S.
aureus, P. aeroginosa entre otras. Ademas, el autor afirma en sus pruebas
fitoquimicas la presencia de metabolismos secundarios como taninos, terpenoides,
esteroides, saponinas, fenoles, proteinas y azucar reductor. Por lo tanto, se coincide
la presencia de estos metabdlitos con excepcidn de proteinas y de azucar reductor.

De acuerdo con Celikel y Navas, 2008, probaron el aceite esencial de tomillo para
la inhibicion del crecimiento de Listeria monocytogenes y de Staphylococcus
aureus, en el presente trabajo se obtuvieron los mismos resultados, pero difieren en
la técnica ya que ellos utilizaron aceites esenciales y en este caso se ocupd

extractos acuosos.



De acuerdo con el trabajo realizado de Hirulkar y Agrawal, 2010, probaron que el
extracto alcohdlico de rosas presentaba una mejor inhibicion en el crecimiento de
algunas bacterias como: Streptococcus pneumoniae, Enterobacter aerogenes,
Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus y Pseudomonas Aeruginosa, en nuestro
trabajo no se obtuvieron los mismos resultados del autor antes mencionado
teniendo solo la inhibicidn de dos de las cepas utilizadas por el autor Enterobacter
aerogenes, y Pseudomonas Aeruginosa podemos concluir que varia ya que el
utilizo una técnica diferente a la de nosotros.

Acorde a las tablas mostradas en los resultados, el trabajo de Castaro et al 2010,
probaron el extracto etanolico y aceites escenciales de romero (Rosmarinus
officinalis L.) contra 8 microorganismos patdégenos principales como: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Lactobacillus
plantarum. Mostré que el extracto etandlico tiene un efecto antimicrobiano para las
cepas de Salmonella typhimurium, Shigella sonnei y Listeria monocytogenes de las
8 cepas y con el aceite escencial tuvo un efecto inhibitorio en todas, se afirma que
nuestro extracto acuoso de romero presento una inhibicion bacteriana en la mayoria
de nuestras cepas con un 69%. Entre las cepas utilizadas por el autor
Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei furon inhibidas mientras que Listeria
monocytogenes no mostro los mismos resultados . Por lo tanto, la similitud de los
resultados puede variar ya que la metodologia no es diferente.

Estudios recientes sobre las diferentes propiedades antimicrobianas de las especies
de café son innumerables en la bibliografia, a pesar de que es una de las bebidas
mas apreciadas, conocidas y preferidas del mundo.

Los acidos clorogénicos como menciona Chaves y Esquivel en 2019 son
componentes de mucha relevancia presentes en el café, uno de los compuestos
fendlicos mas importantes son los conjugados de acido quinico, mejor conocidos
como acidos clorogénicos, sugieren que este efecto antimicrobiano reside en los
componentes presentes en el café, principalmente el acido clorogénico, el hecho de
que las bacterias Gram negativas presentan una mayor resistencia se debe a la

naturaleza hidrofobica de los compuestos fendlicos, lo cual se convierte en un



obstaculo para que los compuestos atraviesen la membrana externa de las Gram

negativas como en el caso de nuestro trabajo con la bacteria Klebsiella pneumonie.

Conclusiones

El uso de los extractos vegetales es una buena alternativa para disminuir la
presencia de bacterias resistentes a los antibi6ticos, por lo que no presentan
efectos secundarios por ser de origen natural.

La mayoria de las bacterias resultaron ser sensibles a los extractos
ocupados.

De acuerdo con los resultados antes mostrados se puede diferir que los
extractos que mejor funcién inhibitoria presentaron fueron ajo, albahaca y
café mostrando una sensibilidad en la mayoria de las bacterias de un 76% a
un 100%.

Las bacterias Gram negativas presentaron mayor sensibilidad a los extractos
que las bacterias Gram positivas que no presentaron mayor sensibilidad a
los extractos.
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