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n la actualidad, las enfermedades gas-

trointestinales son frecuentes en la po-

blacién. En la literatura internacional

aparece informacién cada vez mas in-
quietante sobre la elevada frecuencia de enferme-
dades infecciosas por estafilococos penicilinorresis-
tentes y por bacilos Gram-negativos pertenecientes
las enterobacterias, muchos de éstos aunque for-
man parte de la flora intestinal, al igual que hongos
qgue normalmente no son patdgenos, pueden serlo
de forma oportunista e incluso causar infecciones
fatales cuando las defensas normales del huésped
son insuficientes.*

En otro tiempo las plantas eran la base principal
para la preparacién de medicamentos y, en vista
de la gran resistencia de los microorganismos a los
farmacos ya existentes, pueden seguir siendo la fuen-
te principal de principios activos.

La importancia de los productos naturales en me-
dicina se basa no solamente en sus efectos farma-
coldgicos o quimioterapéuticos sino en la posibili-
dad que ofrecen para poder desarrollar a partir de
sus estructuras nuevas drogas.? Sin embargo, tan-
tos afios de terapéutica antibiética han producido
profundas modificaciones de la microflora patdge-
na, sobre todo en el ambiente hospitalario, donde
el uso continuo de farmacos antibacterianos ha fa-
vorecido la seleccion de las cepas menos sensibles
o de las cepas portadoras de resistencia contra uno
0 mas antibidticos, y la toxicidad selectiva de los ya
existentes se ve limitada por la similitud de las es-
tructuras eucarioticas de los hongos filamentosos y
levaduras con células del organismo;*# por lo cual
es necesaria la bldsqueda constante de nuevos far-
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macos antibidticos que contrarresten la resistencia
de los microorganismos a los ya existentes.

Metodologia

Este trabajo fue realizado en los laboratorios de
Quimica Analitica y Quimica de Productos Natu-
rales del Departamento de Quimica de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autono-
ma de Nuevo Leon.

Material microbiolégico

Cepas bacterianas: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi y
Enterobacter aerogenes.

Cepas fungicas: Trichophyton tonsurans, Cryp-
tococcus neoformans y Sporotrix schenckii.
Material vegetal:

Familia:

Meliaceae Lauraceae®®

Myrtaceae

* Laboratorios de Quimica Analitica y Productos Naturales del De-
partamento de Bioquimica, Facultad de Ciencias Biologicas, UANL.
E-mai: beatrizpadron@hotmail.com
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Materid vegetd
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Fig.1 Metodologia de obtencién de los extractos.

Preparacion del material vegetal
y obtencién de los extractos

Las hojas de Melia azedarach (canelo) fueron reco-
lectadas al sur del area metropolitana de Monte-
rrey, N. L., en agosto de 1998, se secaron a la som-
bra durante ocho dias; Syzygium aromaticum (cla-
vo) y Cinnamomum zeylanicum (canela) se compra-
ron en el mercado Juérez de Toluca en el estado de
México en septiembre del mismo afio, posteriormen-
te se dejo un especimen de cada planta en el her-
bario de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
UANL, donde fueron identificadas y se les otorga-
ron los nimeros de herbario 023492, 023493 y
023494, respectivamente. Después fueron molidas
cada una por separado en un molino, para extraer-
se después por medio de dos técnicas: maceracion
a temperatura ambiente y extraccion continua tipo
soxhlet (Fig. 1).
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Pruebas microbioldgicas

Se utilizé el medio liquido C. Rivas (patente en tra-
mite No. 9810892) para la activacion de las cepas
bacterianas, incubandolas por 18-24 h a 37°C; los
hongos fueron activados en caldo Saboraud modi-
ficado (patente en tramite No. 9810892) con un
tiempo de incubacion de dos dias para C. neofor-
mans y de 7-15 dias para T. tonsurans y S. schenckii.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de cada
uno de los extractos se utilizd el método de difusion
en placa de agar y los medios de cultivo antes men-
cionados; se colocaron 100 pl del inéculo con una
micropipeta Eppendorf (estandarizado a 6X10° UFC
por el método turbidimétrico de Mac Farland) di-
fundiéndolo homogéneamente con un asa Driblasky,
luego se colocaran discos de papel filtro impregna-
dos con 10 ml del extracto (previamente estéril con
membranas de nitrocelulosa con un poro de 0.45
ul) y un control negativo con etanol, después se in-
cubaron durante 18-24 h a 37°C (bacterias) y a
temperatura ambiente de 2-15 dias (hongos). Des-
pués de este periodo se midid el halo de inhibicion
formado. *

Separacion cromatografica
de los extractos activos

Se realizaron cromatografias en capa fina, usando
como adsorbente Silica Gel 7 G, en una propor-
cién de 10 g de Silica en 40 mL de agua, la mezcla
anterior se vertié sobre placas de vidrio previamen-
te desengrasadas, se les dejé secar al aire y ense-
guida se activaron en una estufa durante 1h a
115°C. Luego, mediante un capilar, se distribuyd
una porcion del extracto y se dejo evaporar el sol-
vente para efectuar el corrimiento dentro de una
camara de vidrio con la mezcla de solventes elegi-
dos, los solventes con los que se logré una mejor
separaciéon cromatografica fueron el éter de petro-
leo, el benceno y la acetona mezclados en diferen-
tes proporciones entre si 0 con otros solventes. Para
localizar los componentes que no son apreciables
al visible, se usaron luz UV y vapores de yodo, se
marcaron y se les tomé el Rf a cada uno. 8

Evaluacion de las fracciones activas

Se utiliz6 una técnica de bioautografia modificada,
la cual puede detectar concentraciones minimas del

CIENCIA UANL / VOL. VI, No. 3, JULIO-SEPTIEMBRE 2003



BeaTrRiz PADRON MARQUEZ, AZUCENA ORANDAY CARDENAS, CATALINA Rivas MoRrALES, MARiA JULIA VERDE STAR

compuesto responsable de la actividad biol6gica y
se observa a simple vista la zona de inhibicion.® 1°,
Para esto se hicieron cromatogramas en capa fina
utilizando placas de vidrio de 2.5 x 7.5 cm con las
manchas ya localizadas. Se coloc6 el cromatograma
en una caja petri y se esterilizé con luz UV por dos
horas; después de esto bajo el mechero se coloco
un trozo largo, angosto y de unos 3 mm de espesor
de medio sélido C. Rivas (se colocé un algoddén
humedo a un lado del cromatograma para evitar la
deshidratacion del medio). Luego se sembré el mi-
croorganismo con una micropipeta y se distribuy6
uniformemente con una asa bacterioldgica. Se in-
cubd durante el tiempo necesario para cada micro-
organismo y se midié el area sin crecimiento mi-
crobiano.”®

Identificacion de grupos funcionales

A los extractos se les realizaron las siguientes prue-
bas quimicas para determinar su naturaleza quimi-
ca: Shinoda (flavonoides), esteroles y terpenoides
(Liebermann- Buchard), alcaloides (Dragendorff),
Insaturaciones (Br,/CCl,), oxhidrilos fenélicos (FeCl,
5%), cumarinas (NaOH 10%) y sesquiterpenlactonas
(Baljet).1112.13 Se separd la fraccion activa utilizan-
do CCF preparativa con placas de 20 x 20 cm y
silica gel 7 G como soporte, esta fraccion se raspo
de lasilica, se resuspendid en etanol, se centrifugo,
se decanté el liquido con la fraccion y se le realizd
un analisis espectroscopico (IR) para confirmar la
presencia de esteroles.

Resultados

Los resultados obtenidos que se muestran en la ta-
bla I indican que de los extractos del canelo (Melia
azedarach) el etéreo en soxhlet (1.1) presenté una
fuerte actividad antimicrobiana contra S. typhi, B.
cereus y el acetonico en soxhlet (2.1), inhibié fuer-
temente a T. tonsurans; se observd menor actividad
de los extractos de mayor polaridad y por el méto-
do de maceracion, en el metandlico por agitacion
(3.2) se observa una actividad casi nula.

Se comprobd la efectividad contra todos los mi-
croorganismos probados con los extractos de ca-
nela (C. zeylanicum) excepto los realizados con
metanol por los dos métodos; Bacillus cereus y
Trichophyton tonsurans fueron los mas sensibles con
los extractos etéreo y aceténico por agitacion; los
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menos sensibles Salmonella typhi y Cryptococcus
neoformans (tabla II).

Tabla I. Actividad biol6gica de los extractos de Melia
azedarach (canelo)

Microorganismos Numero de extracto

11 12 21 22 31 32
L. . + + +
Escherichia coli
Saphylococcus + = o + e
aureu
Salmonella typhi 4+ s +++ o ++
Enterobacter - e
aerogenes
Bacillus cereus +++ = +++ o ++
Trichophyton o - S ++ +
tonsurans
Cryptococcus +- +- + +
neoformans ++
Sporotrix
schenckii o - e +

1.1, 2.1, 3.1= extractos hechos en soxhl et con éter de petréleo, acetonay metanol,
respectivamente.

1.2, 2.2, 3..2= extractos hechos en agitacion continua a temperatura ambiente
con éter de petrdleo, acetonay metanol, respectivamente.

N=3 + halo de hasta 20mm, + + halo de 20-30 mm, + + + halo > 30mm, +
fungistético o bacteriostético

Por otra parte, los realizados con clavo (Syzygium
aromaticum) presentaron inhibicion tanto en los ex-
tractos no polares como con los polares por los dos
métodos excepto contra E. aerogenes que solo fue
fuertemente afectado por el etéreo con soxhlet (7.1),
como se puede observar en la tabla No. 3 los ex-
tractos de éter de petréleo y acetona tuvieron una
actividad relevante contra Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Enterobacter aerogenes, Bacillus
cereus, Trichophyton tonsurans, Cryptococcus neo-
formans y Sporotrix schenckii.

En las pruebas quimicas de los extractos mas
activos se observé que la mayoria de los extractos
activos fueron positivos para flavonoides, cumarinas
y oxhidrilos fendlicos. El extracto mas activo (cane-
la soxhlet —éter de petr6leo) fue positivo para las
pruebas de Liebermann- Burchard (para esteroles y
triterpenoides), de shinoda (para flavonoides) y de
dragendorff (para alcaloides).

Los extractos de C. zeylanicum con éter de pe-
tréleo con soxhfet (4.1) y el S. aromaticum con éter
de petroleo corfagitacion (7.2) presentaron el ma-
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yor numero de fracciones con actividad y el extrac-
to 4.1 sobre mayor cantidad de microorganismos
tanto bacterias como hongos.

Tabla Il. Actividad biolégica de los extractos de
Cinnamomum zeylanicum (canela)

Microorganismos Numero de extracto

4.1 4.2 51 5.2 6.1 6.2
. . 4+ + ++ ++
Escherichia coli
Sthaphylococcus +++ + B pa—.
aureu
Salmonella typhi - ++ + ++ o +
Enterobacter +++ +++ > dr - "
aerogenes
Bacillus cereus +++ + + +++ > + o+
Trichophyton o+ o+ o+ o+
tonsurans
Cryptococcus + ++ ++ + ++
neoformans
Sporotrix
schenckii o+ o+ ++ o+

4.1,5.1, 6.1= extractos hechos en soxhl et con éter de petréleo, acetonay metanol,
respectivamente.

4.2, 5.2, 6.2= extractos hechos en agitacion continua a temperatura ambiente
con éter de petrdleo, acetonay metanol, respectivamente.

N=3 + halo de hasta 20mm, + + halo de 20-30 mm, + + + halo > 30mm, +
fungistético o bacteriostatico

Tabla Ill. Actividad biologica de los extractos de
Syzygium aromaticum (clavo)

Microorganismos Numero de extracto

71 7.2 81 8.2 9.1 9.2

. . ++ - ++ ++ o +
Escherichia coli
Sthaphylococcus + +++ + + + +
aureu
Salmonella typhi ++ + = ++ - + 4
Enterobacter o+ + - + - + +
aerogenes
Bacillus cereus ++ B ++ +++ B +
Trichophyton o+ - o+ o+ o+ o+
tonsurans
Cryptococcus +++ + ++ + +++ ++
neoformans
Sporotrix
schenckii 4+ 4+ 4+ 4+ ++ o+

7.1, 8.1, 9.1= extractos hechos en soxhl et con éter de petrdleo, acetonay metanol,
respectivamente.

7.2, 8.2, 9.2= extractos hechos en agitacion continua a temperatura ambiente
con éter de petrdleo, acetonay metanol, respectivamente.

N=3 + halo de hasta 20mm, + + halo de 20-30 mm, + + + halo > 30mm, +
fungistético o bacteriostatico
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Discusion

Los extractos de las hojas de M. azedarach, corte-
za de C. zeylanicum y los capullos de S. aromaticum
mostraron inhibicion del crecimiento al menos uno
de los microorganismos probados. Esto concuerda
con los resultados obtenidos por Hamer-Schmidt y
cols.(1993)Y" en C. zeylanicum y S. aromaticum,
quienes también observaron mayor inhibicion en
hongos que en bacterias.** En este trabajo se en-
contrd que B. cereus fue el mas sensible y E. aero-
genes el menos, los mismos resultados obtuvo San-
chez, (1995),% M. azedarach presenta actividad con-
tra diferentes microorganismos,* en este trabajo el
extracto etéreo en soxhlet (1.1) presentd actividad
contra S. typhiy B. cereus al igual que el acetdnico
gue ademas inhibié a T. tonsurans contrario a lo
esperado, puesto que el calor es considerado como
un agente destructor de algunos principios y sélo se
ha reportado actividad bactericida en los extrac-
tos acuosos de los frutos.® En C. zeylanicum no hubo
diferencia significativa entre ambos métodos, pero
si hubo una disminucién de la actividad conforme
se aumenta la polaridad del solvente; C. zeylanicum
es igualmente activo sobre hongos y bacterias con
los extractos etéreos por agitacion y soxhlet (4.1,
4.2) y el acetonico por agitaciéon (5.2). Sanchez,
(1995)® trabajé con extractos etandlicos de C.
zeylanicumy S. aromaticum donde reporté una fuerte
inhibicion de B. cereus y S. aureus, resultados simi-
lares a los mostrados por los extractos 4.1, 5.2, 7.2
y 8.2. S. aromaticum es moderadamente activo
sobre bacterias y mayor en hongos, esta actividad
también se ha publicado por Hammer- Schmidt |,
(1993)'" y por P. Hilli en 1997.* Se encontraron
flavonoides en C. zeylanicum en el extracto etéreo
por ambos métodos de extraccion, al igual que
Aguilar, (1982)5 report6 flavonoides en esta misma
especie; ademas dieron positivas las pruebas para
alcaloides, triterpenoides y esteroles en el extrac-
to etéreo en soxhlet, este Gltimo grupo se confirma
con el espectro infrarrojo, la fraccion activa presenta
absorciones caracteristicas de OH en 3438 cm™, en
2920 cm™para C-Hy en 1098 cm caracteristico
de C-O.

En S. aromaticum en el extracto etéreo encon-
tramos flavonoides y en el extracto metandlico
esteroles, como reportd Wren, (1994);% ademas
encontramos cumarinas y alcaloides en el extracto
acetonico con agitacion y oxhidrilos fendlicos en
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todos sus extractos por ambos métodos, los com-
puestos fendlicos ya habian sido mencionados por
Coleman & Anderson, (1985) 1> como respuesta de
las plantas en asociaciones incompatibles entre
planta y hongo.

En Melia azedarach se ha reportado la presen-
cia de alcaloides Aguilar, (1993)% triterpenoides y
esteroles Wren, (1994), los cuales no fueron de-
tectados con las pruebas quimicas realizadas. Se
encontrd presencia de flavonoides y cumarinas en
el extracto etéreo por soxhlet.

De los 11 extractos activos que se obtuvieron la
mejor separacion se llevé a cabo con éter de petro-
leo, benceno y acetona, en la mayoria de ellos.

El extracto etéreo de C. zeylanicum por el méto-
do de soxhlet mostré una actividad relevante sobre
E. coli, S. aureus, E. aerogenes, B. cereus,
T.tonsurans y S. schenckii , en cuatro fracciones se-
paradas por CCD con Rf de 0.52, 0.59, 0.64 y
0.82, lo cual indica que el extracto no polar contie-
ne compuestos con actividad biol6gica de amplio
espectro que en concentraciones muy pequefias
pudieron ser detectadas por el método de
bioautografia modificado por Verastegui (1999)!,
lo cual concuerda con reportes de Oranday (1998)¢
sobre compuestos no polares extraidos de plantas
que tienen esta actividad.

Conclusiones

El método de extraccidn en soxhlet para Melia
azedarach fue mejor que el método de agitacion, la
diferencia no es significativa en las otras dos plantas.

El extracto etéreo en soxhlet de M. azedarach
presentd actividad relevante sobre S. typhiy B. cereus
y dio positiva para las pruebas de flavonoides y
cumarinas; en el aceténico contra S. typhi, B. cereus
y T. tonsurans. Por separacion cromatografica del
extracto etéreo en soxhlet obtuvimos 11 fracciones
con un eluente de éter de petréleo-benceno-acetona
(40:20:5), las cuales por el método de bioautografia
mostraron actividad sobre S. typhi y B. cereus, mien-
tras que en el extracto acetonico en ninguna de las
fracciones se observd actividad inhibitoria.

S. aromaticum fue la especie que presentd ma-
yor actividad contra todos los microorganismos
estudiados aln con los extractos metandlicos. El
extracto etéreo con soxhlet dio pruebas positivas
para flavonoides, insaturaciones, oxhidrilos fendli-
COS y cumarinas.
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Al realizar el corrimiento cromatografico de este
extracto con éter de petréleo y metanol (30:5), se
obtuvieron cinco fracciones, que evaluadas por el
método bioautografico, dos de ellas presentaron ac-
tividad considerable contra el 50 % de los microor-
ganismos probados.

El extracto etéreo de C. zeylanicum por soxhlet
(4.1) y el extracto acetonico por agitacion (5.2)
inhibieron a la mayoria de los microorganismos pro-
bados. El etéreo dio positivo para las pruebas de
flavonoides, alcaloides, esteroles y triterpenoides.

La separacion cromatografica de dicho extracto
se llevd a cabo con éter de petroleo-benceno-
acetona (40:20:5) y dio 12 fracciones de las cuales
cuatro presentaron actividad por el método de bio-
autografia en los microorganismos probados, ex-
cepto contra S. typhi.

El extracto etéreo de C. zeylanicum fue el que
presentd la mayor actividad de todos los extractos
probados.

Resumen

Se hicieron preparaciones de extractos, pruebas
microbiolGgicas contra ocho microorganismos y ca-
racterizacion de los compuestos activos de seis ex-
tractos obtenidos por dos métodos de extraccion,
de Melia azedarach, Syzygium aromaticum y
Cinnamomum zeylanicum, teniendo como objetivos
comparar la eficacia de las técnicas de extraccion,
y evaluar la actividad antimicrobiana de estas plan-
tas, partiendo del antecedente de que son utiliza-
das como remedios caseros. Se observé mayor ac-
tividad en el extracto etéreo de Cinnamomum con
soxhlet; encontrando flavonoides, alcaloides, triter-
penos y esteroles. Se localizaron las bandas con
actividad y se confirmd la presencia de esteroles
por medio del espectro infrarrojo.

Palabras clave: Meliaceae, Myrtaceae, Lauraceae,
Patdgenos gastrointestinales, Dermatofitos.

Abstract

Six plant extracts of Melia azedarach, Syzygium
aromaticum and Cinnamomum zeylanicum, respec-
tively, were made, extracts being obtained through
two methods. Microbiological tests against eight mi-
croorganisms and active compound characteriza-
tion were performed. Our aim was to compare the
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effectiveness of two extraction methods and to evalu-
ate these plants’ activity because of reports of their
being used as home remedies. Higher activity was
observed in ether extracts of Cinnamomum by
soxhlet, which had flavonoids, alcaloids, triterpenes
and esterols. Active bands were found and esterol
presence was confirmed through infrared spectros-

copy.

Keywords: Meliaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Gas-
trointestinal and dermatophyte pathogens.
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