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RESUMEN

Se evallo in vitro la actividad antibacteriana de extractos de Caesalpinia spinosa "tara" y
Eucalyptus sp. "eucalipto” utilizando cepas bacterianas Gram positivas (Staphylococcus aureus y
Bacillus subtilis) y Gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella sp. y Shigella flexneri). Se utilizé
como solvente de extraccion una mezcla de alcohol-acetona (1:1) y la actividad biolégica de los
extractos obtenidos se evalué mediante la técnica de difusién en disco.

La céscara del fruto de Caesalpinia spinosa y las hojas del Eucalyptus sp. mostraron una
actividad selectiva sobre las bacterias Gram positivas evaluadas.
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técnica de difusion en disco, Gram positivo, Gram negativo, antibacteriano, Staphylococcus aureus,
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SUMMARY

The antibacterian activity of extract of Caesalpinia spinosa and Eucalyptus sp. "eucalipto" was
valued using bacterials capes gram positives (Staphylococcus aureus and Bacyllus subtilis) and gram
negatives (Escherichia coli, Klebsiella sp, Shigella flexneri).

For the investigation was used as extraction solvent a mixture of alcohol-acetona (1:1), the
biological activity of the obtained extracts was valued using the disc diffusion technique.

The fruit peel of Caesalpinia spinosa and the leaves of Eucalyptus sp show a selective activity
over the valued grampositives bacteriums
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos la poblacion del mundo ha recurrido a las plantas con el fin de curarse
alguna dolencia. Las plantas medicinales eran veneradas por las virtudes que se les habia
reconocido, transmitiéndose sus virtudes de generacion en generacion; nadie buscaba saber porqué
0 cémo actuaban, pero era un hecho sin respuesta y aparentemente magico (1). En nuestro pais
también existe esa costumbre, conocida como Medicina Folkl6rica o Tradicional.

Elementos vegetales como la cafeina y hierbas como el tarragén tienen propiedades contra virus
(2), bacterias (3) y hongos (4). Se encuentran propiedades antivirales interesantes en elementos
vegetales poco comunes como cactus, que se han demostrado ser seguros para el ser humano (5).

Numerosos compuestos con actividad antimicrobiana han sido aislados de plantas, de ellos los
mas importantes corresponden a compuestos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonoides, taninos,
terpenoides, alcaloides, etc.

Tradicionalmente la Caesalpinia spinosa "tara" y el Eucalyptus sp. "eucalipto” han sido usados
en el tratamiento de diversas afecciones respiratorias. Eucalyptus sp. es una planta perteneciente a
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la familia Myrtaceae cuyo aceite tiene propiedad antibacteriana como antifingica, sin embargo la efi-
cacia de aceites de eucalipto y sus extractos son dependientes de su composicion quimica (6).

Por otro lado, la Caesalpinia spinosa "tara" es una planta que pertenece a la familia
Caesalpiniaceae.
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| Figura 1. Promedio de la actividad de Caesalpinia spinosa
‘ “tara" y Eucalyptus sp. "eucalipto” frente a bacterias Gram

| positivas y negativas.

Este es un arbusto espinoso que produce un fruto tipo legumbre de color anaranjado rojizo y es
conocido por producir taninos (7).

Uno de los problemas que actualmente enfrentan los tratamientos médicos es la resistencia
bacteriana ocasionada por el uso indiscriminado de antibidticos por lo cual los productos de origen
vegetal podrian proporcionar una alternativa frente a este problema. Sin embargo, desde el
advenimiento de los antibiéticos en la década de los 50, el uso de los derivados de plantas como
antimicrobianos ha sido virtualmente inexistente. Esto ha ocasionado un vacio en el conocimiento de
las propiedades medicinales de numerosas plantas.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de
Caesalpinia spinosa y Eucalyptus sp.

MATERIALES Y METODOS
Las cepas bacterianas utilizadas fueron:

e Bacillus subtilis (Instituto Pasteur de Francia y obtenida a través del Laboratorio de
Microbiologia Experimental del Instituto de Medicina Tropical Il Alexander von Humboldt" de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia)

e Kilebsiella sp. (Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de San Martin
de Porres)

e Shigella flexneri

e Escherichia coli

e Staphylococcus aureus

Las ultimas tres cepas fueron cedidas por el Laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto de
Medicina Tropical Il Alexander von Humboldt" de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Las especies vegetales evaluadas fueron:

e Caesalpinia spinosa "tara" (8)
e Eucalyptus sp. "eucalipto” (8)

Para la preparacion de los extractos vegetales se recolectaron 500 g de vainas de Caesalpinia
spinosa "tara" (peso seco) y 1000 g de ramas de Eucalyptus sp. "eucalipto” (peso himedo). Para el
eucalipto se utilizaron las hojas, las cuales fueron secadas al medio ambiente en un tiempo
aproximado de 72 horas.
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Figura 2. Analisis de la actividad antibacteriana de la
combinacion de los extractos de Caesalpinia spinosa y
Eucalyptus sp. Sobre Staphylococcus

Se homogenizo el material vegetal usando una licuadora (Sunbeam-Oster), el producto obtenido
fue tamizado usando gasas estériles, hasta obtener un polvo muy fino.

El solvente para la extraccion de los componentes biolégicamente activos se prepard usando
cantidades iguales de alcohol y acetona (1:1), el cual fue calentado en bafio maria hasta alcanzar su
temperatura de ebullicion. Un volumen de 100 ml del solvente fue adicionado a lag del
homogeneizado vegetal y se agitdé vigorosamente por 10 minutos. La extraccion prosiguié en reposo
a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 24 horas (9).

Antes de su utilizacién los extractos fueron filtrados con papel de filtro (Whatman 0,5) y luego
centrifugados a 3000 rpm

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales, las cepas bacterianas antes
de su utilizacion fueron sembradas previamente en agar Tripticasa de Soya (24 horas antes). Luego
se picaron de 3 a 5 colonias y se inocularon en tubos conteniendo 3 ml de caldo Tripticasa de Soya,
incubandose por aproximadamente 2 horas. La densidad bacteriana fue ajustada aproximadamente
a 1.5 x 108 bacteria/ml usando el tubo N° 1 de la escala de MacFarland (0,5) (9).

Usando un hisopo estéril se inocularon placas de agar Muller-Hinton con cada cepa evaluada.
Simultaneamente se prepararon discos de papel de f1ltro (Whatman 351) estériles a los cuales se
les adicioné 15 ml de los extractos vegetales y el mismo volumen del solvente de extraccion (blanco
0 testigo). Una vez preparados los discos se dejaron reposar por aproximadamente 5 minutos para
permitir la evaporacion del solvente de extraccion. Todas las pruebas se hicieron por duplicado.

Después, utilizando pinzas estériles se colocaron los discos en la superficie de la placa con el
suficiente espacio entre los discos para que los halos de inhibicibn no se sobrepongan y permitan
una adecuada medicién. Las placas fueron incubadas a 37° C por 22 horas. Luego de ello fueron
examinadas para determinar la formacién de halos de inhibicién. El didmetro de cada halo de
inhibicién se midié usando una regla milimetrada (+/- 0,5 mm). Siendo estas registradas mediante
una camara digital Olympus a 1,3 Megapixels.

RESULTADOS

En la evaluacion del extracto de tara usando el fruto (vaina) completo, se observo actividad
inhibitoria sobre cepas Gram positivas. Los componentes del fruto relacionados con dicha actividad
corresponden exclusivamente a la cascara de la vaina, donde la pepa no muestra actividad
inhibitoria.

También se demostré una inhibicién efectiva por extracto Eucalyptus sp. para Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, pero no para K.1ebsiella Escherichia coli y Shigella flexneri.

Comparando los promedios de halos de inhibicién, podemos observar un efecto inhibitorio mayor
de la Caesalpinia spinosa sobre el Eucaplyptus sp. (figura 1).



No se obtuvo halo de inhibicion en el control en ninguno de los ensayos realizados.

El andlisis de varianza de dos vias del efecto de Caesalpinia spinosa indica que los extractos de
esta planta tienen una actividad diferencial sobre cepas Gram positivas estadisticamente significativa
(p<0,001), de la misma manera los componentes de esta planta han diferido en actividad (p<0,001).

Cuando se compar la actividad de Caesalpina spinosa (cascara) frente a Eucalyptus sp. no se
detectaron diferencias significativas entre ambos (p=0,075). Sin embargo, si se detectd una actividad
estadisticamente significativa frente a las cepas evaluadas.

Los extractos no mostraron actividad frente a las bacterias Gram negativas (E. Coli, Shigella
flexneri y Klebsiella sp.). La combinacion de los extractos de Caesalpinia spinosa y Eucalyptus sp. no
mostraron efecto antagénico frente a las cepas de Staphylococcus aureus. Sin embargo, los halos
de inhibicibn en S. aureus de la cascara de Caesalpinia spinosa fueron mayores que los de
Eucalyptus sp. Ademas, se evidencia una relacién entre los diametros de los halos de inhibicién y el
contenido de tara de las mezclas evaluadas (figura 2).

Todos los extractos de solventes organicos obtenidos fueron traslicido s, poco viscosos y de un
pH promedio de 5,5.

DISCUSION

Nuestra poblacion viene empleando diversos preparados a base de Plantas con fines
medicinales, para tratar distintas infecciones, sin conocer a plenitud su efectividad. Solo un
verdadero estudio analitico podra corroborar o desvirtuar aquellas creencias.

El estudio realizado demostré efecto antimicrobiano significativo por la Caesalpinia spinosa "tara"
y Eucalyptus sp. "eucalipto” para bacterias Gram positivas.

En caso de la Caesalpinia spinosa "tara"; solo el extracto obtenido de la cascara de la
Caesalpinia spinosa, tenia efecto inhibitorio mas no la pepa, que mostré un efecto inhibitorio nulo.
Siendo este un aporte significativo para aquellas férmulas tradicionales que utilizan el fruto completo
de la tara.

El uso de la técnica de difusion en disco permite un analisis preliminar eficaz para demostrar
efectos antimicrobianos de extractos de materias vegetales.

El uso de cepas bacterianas tanto Gram positivas como Gram negativas permitié una idea
representativa del efecto inhibitorio sobre dichos microorganismos. Demostrandose un efecto
preferencial por las Gram positivas, debiéndose alin probar su efecto en un mayor nimero de cepas
bacterianas.

La utilizacion de solventes organicos (como alcohol y acetona) tienen la ventaja de preservar
mejor los extractos e inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y otros, ademas de desnaturalizar
las enzimas que pueden degradar los compuestos bioldgicamente activos. En el caso de los
extractos usando como solvente agua, estos dieron muestras viscosas y gelatinosas las cuales se
hicieron dificiles de procesar (dados estos factores, no. podrian difundirse adecuadamente en el
agar, y los resultados obtenidos serian inconcluyentes). La bibliografia revisada solo informé efecto
antimicrobiano de aquellos extractos obtenidos por agua destilada y procesados por métodos muy
especializados, considerandose los principios activos analizados en este estudio algo novedoso, sin
ningun estudio profundo anterior (10).

En el caso de la pepa de tara, mostr6 propiedad de gel, la cual podria ser (til para la industria.
Se buscéd un efecto sinérgico o antagénico entre Caesalpinia spinosa "tara" y Eucalyptus sp.
"eucalipto” en donde s6lo se muestra un efecto no antagénico e ineficaz para bacterias Gram

negativas.

Se postula que los principios activos de Caesalpinia spinosa "tara" y Eucalyptus sp. "eucalipto”
podrian servir como agentes terapéuticos contra diversas patologias infecciosas.



Sin embargo, seria importante evaluar estos extractos mediante técnicas cuantitativas, como la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los productos, de mayor precision para determinar la
concentracion de los extractos (11).

La cromatografia de alta resolucion podria separar también ciertos colorantes observados en
nuestros extractos y proceder a identificar plenamente el principio activo estudiado.

CONCLUSIONES

e La combinacién de solventes alcohol acetona resulté efectiva para la extraccion de los
principios activos antimicrobianos de Caesalpinia spinosa y Eucalyptus sp.

e La cascara de Caesalpinia spinosa demuestra una buena accidn inhibitoria sobre
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis.

e Por el contrario la pepa de Caesalpinia spinosa no muestra efecto inhibitorio sobre las
mismas bacterias. . Las hojas de Eucalyptus sp. demostraron también una buena efectividad
en las cepas mencionadas.

e No se mostré ningun efecto antimicrobiano sobre Gram negativas.

e Las mezclas en diferentes proporciones de estos productos mostraron un efecto no
antagonico.

e La cascara de Caesalpinia spinosa mostrd un efecto inhibitorio mayor sobre las hojas de
Eucalyptus sp.
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