Articulos de investigacion original

Hechos Microbiol. 2014; 5(2); 69-76.
© 2014 por la Universidad de Antioquia
http://www.udea.edu.co/hm

Actividad antibacteriana, determinacion de polifenoles totales por Folin-Ciocalteu y toxicidad en
Artemia salina de la especie vegetal Bauhinia variegata

Antibacterial activity, determination of total polyphenols by Folin-Ciocalteu and toxicity in
Artemia salina of plant species Bauhinia variegata

Diana Carolina Pimentel Betancurt|, Milton Gomez Barrera|, Luis Esteban Castillo Palaciosj.

RESUMEN

Los compuestos fendlicos, entre los cuales se encuentran los flavonoides, poseen propiedades farmacologicas como anti-

oxidantes, antibactetianos, vasodilatadores.

La especie Banhinia variegata se caracteriza por su accidén antidiabética y antibactetiana y es importante correlacionar la
contribucién de los constituyentes polifendlicos de la actividad funcional presentada, ademas determinar su toxicidad en
Abrtemia salina. Para confirmar presencia de fenoles, se realizé analisis fitoquimico preliminar. Con la confirmacién de feno-
les y por su abundancia, se cuantificaron por Folin-Ciocalteu. La actividad antibacteriana se realizé usando técnica de difu-
sién en disco. Para evaluar la toxicidad se emplearon nauplios de A. salina. Se observé presencia de compuestos fendlicos,
saponinas, mostrando diferentes coloraciones. La cuantificacion de polifenoles totales mostré 28, 5% mg de equivantes
de 4cido galico (EAG /100 g de extracto polar). El andlisis frente a las bacterias present6 halos de inhibicién. Se encontrd
una CL50 de 1205 pg/mL frente A. salina, indicando que el extracto polar no es téxico. Los resultados obtenidos indican
el potencial de compuestos fendlicos de la planta y su posible uso como agente antibacteriano.
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ABSTRACT

Phenolic compounds, which include flavonoids, possess
pharmacological properties such as antibacterial,
antioxidant, and vasodilating, The species of Bawuhinia
variggata is characterized by its antidiabetic and
antibacterial action and it is important to correlate the
contribution of the Polyphenolic constituents of the
functional activity presented, in addition to determine
its toxicity to Artemia salina. Preliminary phytochemical
analysis was performed to confirm the presence of
phenols. After confirming phenols and their abundance,
Folin-Ciocalteu reagent was used to quantify phenols.
The antibacterial activity was petformed using the disk
diffusion technique. A. sa/ina nauplii were used to assess
toxicity. Presence of saponins, phenolic compounds,
was observed showing different colorations. The
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quantification of total polyphenols showed 28, 5%
mg equivalent of Gallic acid (EAG 100 g of extract
polar). Against bacteria analysis presented inhibition
halos. Found a CL50 of 1205 pg/mlL front A. salina,
indicating that the summary is not toxic. Results
indicate the phenolic compound potential of the plant
and its possible use as an antibacterial agent.
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INTRODUCCION

Desde la antigiiedad se ha conocido el uso em-
pirico de las plantas para el beneficio de la salud del
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hombre en multiples culturas y la transmisién de estos
conocimientos a través de generaciones. Hasta el siglo
XVIII se conocian las propiedades curativas de algu-
nas plantas, su efecto sobre el organismo y su modo
de aplicacién, pero se desconocian sus principios ac-
tivos. Con el desarrollo de las teorfas de la evolucion
y herencia genética, el uso del microscopio y el na-
cimiento de ciencias exactas y naturales, fue posible
el reconocimiento y el aislamiento de los principios
activos de muchas plantas medicinales." Estos prin-
cipios activos o metabolitos secundarios, son los res-
ponsables de los efectos terapéuticos en el tratamien-
to de enfermedades y por lo tanto, en la fabricacion
de medicinas naturales, asi también como sustancias
alelopdticas para el control de plagas.

Las plantas medicinales conformadas por una
variedad de metabolitos secundarios, han constitui-
do desde tiempos remotos un recurso para cubrir las
necesidades terapéuticas. Hoy en dfa su estudio se ha
convertido en un hecho cientifico universal que tras-
ciende no solo en beneficio de la salud, sino también
en el sistema productivo y econdémico de un pais.

El género Baubinia, pertenece a la familia Legumino-
sae, subfamilia Caesalpiniaceae, que comprende alrede-
dor de 400 especies distribuidas en las regiones tropi-
cales y subtropicales.® Varias especies de este género, se
le han atribuido efectos biolégicos como es actividad
anticancerigena,’ anti-inflamatoria, antidiabética, anti-
microbiana’® y propiedades antitrtombdoticas.®

Dentro de este género, encontramos a la especie
Baubinia variegata, conocida como casco de buey, el
cual es un arbol caducifolio que alcanza unos 6-8 me-
tros de altura, sus hojas son simples, de suborbiculares
a ovales, de 6-20 cm de longitud y 16bulos redondea-
dos.” Se encuentra distribuida en un amplio rango de
zonas tropicales a nivel mundial® Es utilizada como
astringente, tonico, para enfermedades de la piel,
bronquitis, la lepra, ulceras y como antiinflamatorio
en las medicinas tradicionales de Sur Asia oriental.’

El hombre ha venido utilizando los antibioticos
desde hace tiempo para el control de microorganis-
mos patégenos de una forma generalizada e indiscri-
minada, lo que ha generado una resistencia bacteriana;
por lo tanto es relevante la busqueda de compuestos
bioactivos de especies vegetales como agentes anti-
microbianos. Varias investigaciones han atribuido a
los polifenoles (flavonoides) actividades antibacteria-
nas'® y segin Barragan,' se han encontrado dichos

70

compuestos en especies del género Bauhinia.
Por lo tanto, en el presente estudio se determiné la
actividad antibacteriana de B.variegata frente a cepas
de S.aurens y E. coli, cuantificacion de polifenoles por
Folin-Ciocalteu y toxicidad en Artemia salina.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Las hojas de Baubinia variegata se recolectaron en la
Universidad del Quindio, departamento del Quindio,
municipio de Armenia, a una altitud de 1500 m.s.n.m.
Las hojas se colectaron en horas de la mafiana. Tres
ejemplares fueron acondicionados y depositados en el
Herbario de la Universidad del Quindio (HUQ), para
la verificaciéon de su identidad taxondémica, y permane-
cen en el CIBUQ bajo la serie de registro N°034139.

PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL PARA EL TRABAJO
FITOQuUiMICO

Las hojas recolectadas se secaron en una incuba-
dora (GALLENKAMP Economy sinze 2 incubator
modelo INA.301.130G) por una semana a una tem-
peratura de 40°C. Posteriormente el material seco, fue
molido y después tamizado hasta obtener un tamafio
de particula aproximadamente de 1 a 2,5 mm, que per-
mitiera un mejor contacto con el solvente.

OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA PLANTA

El material vegetal tamizado (590,2907 g) se ma-
cerd con 500 mL de etanol rectificado al 96% en un
matraz de 1 litro por 24 horas, luego se pasé a un
percolador de 1L y se hizo la extraccién con etanol
drenando a un flujo de a 60 gotas/min. El extracto
obtenido se concentr6 con la ayuda de un equipo de
rotaevaporacién LABCONCO a presion reducida de
-0,56 BAR y a 60°C para reciclar el solvente y realizar
el agotamiento del material vegetal.

Se realizaron pruebas fitoquimicas preliminates, se-
gun la metodologia de Sanabtia.'? Luego se llevé a ul-
trasonido 30 g del extracto etandlico para realizar una
extraccion liquido sélido con solventes apolares como
el éter de petréleo, hexano y diclorometano, la parte
que no solubilizé (26,93g) se denominé extracto polar
(EP) y a éste se le realizaron varios fraccionamientos
por cromatograffa liquida en columna (CLC), determi-
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nacién de polifenoles y ademas se evalu6 la actividad
antibacteriana y toxicidad en A. salina.

FraccionamienTo por CLC

Se empled 1 g del extracto polar y alimina (AL0,)
estandarizada con un tamano de particula de 0,063-
0,200 mm, se realiz6 un desarrollo elutrépico con
diclorometano, acetato de etilo, metanol, mezcla de
metanol-acido acético-agua y por ultimo agua caliente.

Una vez obtenidas las fracciones de la CLC, se pro-
cedi6 a realizar cromatografia en capa fina y de esta
forma poder observar el perfil cromatografico y agru-
par las fracciones con Rf similares; también se verifico
en cada fraccion la presencia de flavonoides con las
reacciones de coloracion.

DETERMINACION DE POLIFENOLES POR FoLIN-CIOCALTEU

La concentracion de polifenoles en el extracto po-
lar fue determinada por espectrofotometria utilizando
como agente oxidante el reactivo de Folin-Ciocalteu,
empleando una curva de calibracién con una solucién
estandar de 4cido gélico y utilizando 100 mg del ex-
tracto polar.

El procedimiento consistié en adicionar a cada uno
de los estandares y muestras, 500 puL. de reactivo de
Folin-Ciocalteu y sonificar por 5 minutos. Postetior-
mente se adiciono6 1,5 mI. de Na,CO, al 20% y se dej6
reposar por 45 minutos a temperatura ambiente y ale-
jada de la radiacién solar. La absorbancia fue medida
a 760 nm. Los resultados fueron expresados en mg de
4cido gilico por g de extracto (mg EAG/g extracto).”

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Las bacterias patégenas que se utilizaron en el pre-
sente trabajo fueron Escherichia coli (BL21) y Staphylo-
cocens aurens (aislado clinico), las cuales fueron donadas
por El Centro de Investigaciones de Ciencias Biomé-
dicas de la Universidad del Quindio, grupo de investi-
gacion GYMOL.

La evaluacién de la actividad antibacteriana se le
determiné al extracto polar y a la fraccién F21 por el
método de difusion en discos,™ utilizando agar Mue-
ller-Hinton preparado de acuerdo a las especificacio-
nes del fabricante.

Las concentraciones evaluadas del extracto fueron
las siguientes: 40000 pug/mlL (E40), 2000 ng/mL (E4)
y la fraccion F21 a 2000 pg/mL (F4) y 1000 pg/mL
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(F3) para la evaluacién frente a E. co/i. Para la evalua-
cion frente a . aureus se utilizaron concentraciones del
extracto a 1000 y 2000 pg/mL (E3 y E4) y la fraccién
F21 2 1000 y 2000 pg/mL (F3 y F4).

Todas las soluciones del extracto y la fraccion F21
se solubilizaron en DMSO al 10%; se usé como con-
trol positivo discos impregnados con Ciprofloxacina
(100 pg/mL) y Ampicilina (500 pg/mL) y DMSO

como control negativo.

PREPARACION DEL INOCULO

Se esterilizaron en autoclave todos los materiales y
medios de cultivo a utilizar. Las bacterias fueron ino-
culadas en tubos de ensayo tapa rosca que contenfan
7 mL de tioglicolato y se adicioné 100 pL de las bac-
terias que se encontraban en glicerina, luego se incubd
a 37°C por 24 horas. Cuando se alcanzé una turbidez
equivalente al estindar No. 0,5 de la escala de MacFar-
land equivalente a 1,5x10° UFC/mL; se sumergié un
hisopo (estéril y seco) en la suspension bacteriana con
el cual se inocul6 en las placas de agar Mueller-Hinton,
estriandola en al menos 3 direcciones, dando vuelta la
placa en angulos de aproximadamente 60° luego de
cada estrfa, procurando cubrir la superficie total del
agat."”” Pasados 30 minutos de la siembra se ubicaron
los discos impregnados con 0,1 mL de las diferentes
concentraciones del extracto polar y los respectivos
controles; se incubaron a 37°C por 24 horas. Postetior-
mente se determinaron las actividades antibacterianas
midiendo el didmetro de la zona de inhibicién en mili-
metros, para todos los ensayos se realizaron 3 réplicas.

EVALUACION DE LA TOXICIDAD

Se prepard una solucion salina al 3,8 %, se utili-
z6 aproximadamente 500 mL de esta solucion para la
eclosion de Artemia salina.

A partir de una solucién de 2000 pg/mL del ex-
tracto polar en DMSO al 10%, se prepararon dilucio-
nes seriadas de 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10 y 5 ug/
mL. En recipientes de 5 mL se adicionaron 20 nauplius
de Artemia salina con 1 ml. de DMSO al 10%, 1 ml. de
las diluciones y fueron aforados con solucién salina.'®

Para el control se tomaron también 20 nauplius de
Abrtemia salina, un mililitro de DMSO al 10% y afora-
do con solucién salina. Se realizo el conteo de larvas
muertas a las 24 horas y los datos se analizaron con el
programa Statgraphics Centurion empleando el méto-
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do PROBIT; este ensayo se realizé por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Las hojas de B. variegata presentaron cantidad abun-
dante de flavonoides mediante dos pruebas realizadas
(Shinoda y HCI al 10%); la reacciéon de Shinoda nos
demostrd la presencia de flavonoides con el nucleo
¥-benzopirona (flavonas, flavononas, flavonoles, fla-
vononoles o xantonas) debido a la coloraciéon abun-
dante rojo intenso y la prueba HCI al 10% indic6 la
presencia de leucoantocianidinas por su coloracién
abundante rojo-café."”'® Este resultado es concordan-
te con varias investigaciones donde han encontrado
dichos metabolitos secundatios en varias especies del
género Baubinia®*

En el analisis fitoquimico preliminar también se
encontré presencia de taninos y saponinas al obte-
ner coloracion verde oscuro para la reaccion de FeCl,
(taninos) y formacién abundante de espuma (sapo-
ninas) después de una vigorosa agitacion.’ En la
tabla 1, se resumen los resultados de los ensayos cuali-
tativos de coloracién y precipitacion para la deteccion
de metabolitos secundarios en B. variegata.

DETERMINACION DE POLIFENOLES POR FoOLIN- CIOCALTEU

Segun los resultados del analisis fitoquimico preli-
minar, se encontré presencia abundante de flavonoi-
des y taninos, los cuales pertenecen al grupo de los
polifenoles, debido a esto, se procedié a realizar una
cuantificacién por Folin-Ciocalteu del extracto polar.

Se encontrd que la cantidad porcentual de polife-
noles de la muestra (extracto polar) era de 28,52033
(mg EAG/ g de extracto polar) con una desviacion
estandar de + 0,1432; dicho resultado indica abundan-
cia de polifenoles en la especie vegetal, puesto que solo
se evalud la presencia en el extracto polar. Otras in-
vestigaciones han encontrado valores oscilantes entre
402.7912.81 mg EAG/g, en el extracto etandlico de
corteza de B. variegata y 14.16+1.24 mg EAG/ g, en el
acuoso de hojas de B. malabarica,! pot lo tanto se dedu-
ce que B. variggata presenta mayor contenido de polife-
noles tanto en su corteza como hojas en comparacion
con la especie malabdrica, convirtiendo a la especie en
candidato para el aislamiento de compuestos fendlicos
como son los flavonoides, responsables de vatias acti-
vidades bioldgicas, destacandose su capacidad antioxi-
dante y antibacteriana.?

Fraccionamiento por CLC

Por medio de la extraccién liquido-sélido realizada

Tabla 1. Resultado del analisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico de hojas de B. variegata.

Prueba efectuada Resultado

Dragendorff =
. Mayer -
Alcaloides
Wagner -
Hager _
. Shinoda 4+
Flavonoides
HCl al 10% JLTLlL
Nafto y/o antraquinonas Borntrager-Kraus .
5 Gelatina Sal 3
Taninos
FeCl, HHE
Saponinas Espuma 4t

Esteroides y/o triterpenoides

(+++): Presencia abundante, (+): Presencia escaza, (-): No detectado

CCD Libermann-Burchard
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al extracto con solventes de baja polaridad (éter de
petroleo, hexano y diclorometano), se desengraso y se
logré separar algunos compuestos por sus afinidades
con dichos solventes;'?
presentaba flavonoides de baja polaridad realizando un

ademas verificar si la especie

seguimiento a cada extraccién con la prueba de Shino-
da,'” dando un resultado negativo, también se realizo
dicha prueba a la parte polar, encontrandose resultado
positivo; debido a esto se realizé cromatografia liqui-
da en columna (CLC) para lograr la separacion de los
compuestos.

De la CLC se obtuvieron 4 fracciones con el sol-
vente diclorometano, con el acetato de etilo se obtuvie-
ron 6 fracciones, el metanol aporto un total de 11 frac-
ciones, la mezcla metanol-acido acético-agua (8:1,5:0,5)
propotcioné 23 fracciones y el agua caliente 4 fraccio-
nes. Al realizar el seguimiento de las fracciones con la
prueba de Shinoda, se observé que la fraccion 21 a la
25 presentaron una coloracién intensa roja, por lo cual
se infiere la presencia de flavonoides en dichas fraccio-
nes; ademds la mezcla de solventes que se empleo fue
metanol, acido acético, agua (8:1,5:0,5); segun la litera-
tura esta mezcla de solventes es utilizada para la extrac-
cién de estos metabolitos.' El perfil cromatografico de
la fraccion 21 a la 25 fue similar, por lo cual se decidio
mezclar las fracciones y denominarlas F21.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Todos los bioensayos se realizaron por triplicado,
los promedios de los halos de inhibicién para cada con-
centracion presentaron desviaciones estandar con valo-

res menotes o iguales a 0,5, lo que indica que los datos
obtenidos en los tres ensayos presentan disttibuciones
homogéneas y por lo tanto existe poca dispersion.

Como se observa en la Tabla 2, en general las bac-
terias (E.coli y S. aureus) presentaron sensibilidad al ex-
tracto polar y la fraccion evaluada. Para E. e/, el mayor
porcentaje de inhibicién obtenido fue de 57,1 % para
F4 (2000 wug/mL); para S. aureus se obtuvo porcenta-
je de 64,3% para E4 (2000 pg/ml), se concluye que
E. coli fue mas sensible a la fracciéon que al extracto,
mientras que S. aureus presentd mayor sensibilidad al
extracto que a la fraccion.

Se evidencia que la bacteria con mayor respuesta de
inhibicion fue S. aurens puesto que se observé halos a
concentraciones menores que las evaluadas para E. c/;
segin lo reportado por Cabrera,? las bactetias Gram
negativas (E.co/i) poseen una membrana adicional com-
puesta por lipolisacaridos, lipoproteinas y fosfolipidos
lo que le confiere un mayor grado de resistencia a los
agentes antimicrobianos.

Estos resultados muestran que el extracto y la frac-
cién tienen propiedades antibacterianas y teniendo en
cuenta que en el extracto se identificaron en abundan-
cia metabolitos como flavonoides, taninos y saponinas,
se podria afirmar que son los directos implicados en la
actividad de B. variegata manifestada frente a S. aurens
y E. coli.

En relacién con la fraccion F21, se podria decir
que los metabolitos responsables de dicha actividad
son los flavonoides y tal como lo reporta Coloma,”' la
actividad antibacteriana de los flavonoides se debe a la

Tabla 2.Resultados de la inhibicién del extracto polar y fraccién frente a cepas de E. coli y S. aureus

F4 (2000 pg/mL)
E40 (40000 pg/mL)
F3 (1000 pg/mL)
F4 (2000 pg/mL)
E3 (1000 pg/mL)
E4 (2000 pg/mL)

E. coli

S. aureus

14+0,35 571
8 £0,2 20 14,3
10 £0,11 20 28,6
13 £0,36 20 50
13 £0,5 20 50
15 £0,25 20 64,3

Diametro control negativo =6 mm

D: Diametro de inhibicion de extractos (mm), C+: Didametro de control positivo (mm), %1: Porcentaje de inhibicion
> p > ]
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presencia en su estructura de hidroxilos fendlicos, los
cuales penetran facilmente a través de la membrana ce-
lular bactetiana, se combinan y precipitan las proteinas
protoplasmaticas desnaturalizandolas y actuando como
venenos protoplasmaticos.?’

Estos resultados concuerdan con una investigacion
en la India, donde se comprobé la actividad antibacte-
riana de esta especie frente a S. aurensy E. coli, al encon-
trarse zonas de inhibicién de 22 mm para una concen-
tracion del extracto etandlico de 1000 ug/mL. frente a
E. coli y 18 mm frente a S. aurens. En dicha investiga-
cién mencionan que la actividad antibacteriana podtia
residir en el contenido fitoquimico de la especie, fuente
potencial principalmente de fenoles, taninos y flavo-
noides.”” Sin embargo, una investigacion realizada en
Colombia (Manizales) no presenté halos de inhibicién
frente a E. coli, dicha variabilidad podtia ser atribuida
a la diferente composicién quimica de una especie ve-
getal influenciada por factores geograficos, climaticos,
altitud, época de cosecha y su estado de ctecimiento.?

EVALUACION DE LA TOXICIDAD EN ARTEMIA SALINA

Los resultados de los nauplios muertos de 4. salina
después de la exposicion a diferentes concentraciones
del extracto polar durante 24 horas se muestran en la
tabla 3.

En el analisis Probit, el valor del percentil 50 (CL50)
fue de 1205,61 pg/mL con un intervalo de confianza
del 95%, y con un p-valor para el modelo menor que
0,01, indicando una relacién estadisticamente significa-
tiva entre las variables.

El grado de toxicidad del extracto se defini6 en fun-

ci6én del rango en que se encontrd el valor de CL50 de
acuerdo con las categorfas siguientes: extremada-
mente toxico (CL50< 10 pg/mL), muy tdxico (10<
CL50 <100), moderadamente téxico (100< CL50 <1
000) y no toxico (CL50> 1 000 pg/mL).” Port lo tanto,
el extracto polar de B. variegata se considera no toxico.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren
que las hojas de Bazubinia variegata presenta un conside-
rable contenido de poli fenoles con un valor de 28,5
mg EAG/ g de extracto polar.

El extracto polar a 2000 pg/ml. presenté actividad
antibacteriana frente a S. aureus con un 64% de inhibi-
cidén, y la fraccion a 2000 pg/ml. presentd un 57% de
inhibicion frente E.coli.

El extracto no presentd toxicidad frente Artemia
salina, 1o cual permite continuar los estudios enfocados
a la evaluacién de los efectos farmacoldgicos del ex-
tracto de esta especie vegetal.
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Tabla 3. Resultados del ensayo de toxicidad del extracto polar a diferentes concentraciones frente A. salina.

20 6,7 33,3

1000 ug/mL
500 ug/mL 20
250 ug/mL 20
100 ug/mL 20
50 ug/mL 20
25 ug/mL 20
10 ug/mL 20
5 pg/mL 20
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6,3 31,7
4,7 23,3
3 15
2,3 11,7
2 10
0,7 3,3
0,3 1.7
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