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RESUMEN

Una de las principales fuentes de agentes antimicrobianos son los metabolitos
secundarios de las plantas entre ellos destacan los compuestos fendlicos que
actian como agentes protectores frente a la accion de patdégenos y que por su
estructura quimica son captadores de radicales libres y posee cierta actividad
frente a los microorganismos. El objetivo fue determinar el efecto de los extractos
de flor de colorin (Erythrina americana Miller) sobre cepas de Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus y Listeria monocytogenes. Para
esto se obtuvieron por maceracion extractos metanolico de pétalo (EMP), pistilo
(EMPI) y caliz (EMC) y extracto acuoso de pétalo (EAP) de los cuales se evalu6
actividad antimicrobiana, se cuantificaron fenoles totales, flavonoides totales,
taninos condensados y la actividad antioxidante. El efecto antimicrobiano fue
relativamente bajo, sin embargo todos los extractos presentaron mejor efecto
sobre bacterias Gram positivas (Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus y Listeria monocytogenes en
comparacion a las bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Salmonella
typhimurium) lo cual puede ser atribuido a las diferencias estructurales entre
ambas. El mayor contenido de compuestos fenodlicos se obtuvo en los extractos
metandlico de las partes externas de la flor (pétalo y céliz) y a su vez fueron los
que presentaron mayor actividad antioxidante, 83.71 + 1.25, 76.67 = 1.345 %
inhibicién de ABTS" y 67.08 + 0.05, 61.28 + 0.67 % reduccion del radical DPPH
(pétalo y caliz respectivamente). La concentracién de compuestos fendlicos indica
gue estos compuestos posiblemente contribuyen a la fuerte actividad antioxidante
con lo que se sugiere que la flor de colorin puede ser empleada o aprovechada en
otros sectores como el farmacéutico y no solo en el sector alimentario.

Palabras clave: ABTS, Antimicrobiano, Antioxidante, Compuestos fendlicos,

DPPH, Erythrina americana Miller.



SUMMARY

One of the main sources of antimicrobial agents are secondary metabolites of
plants among them are phenolic compounds which act as protective agents
against the action of pathogens and its chemical structure are free radical
scavengers and has some activity against microorganisms. The objective was to
determine the effect of extracts of colorin flower (Erythrina americana Miller) on
strains of Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus and
Listeria monocytogenes. Methanolic extracts from petal (EMP), pistil (EMPi) and
calyx (EMC) and petal aqueous extract (EAP) obtained by maceration, were used
to quantify total phenols, total flavonoids, condensed tannins and evaluate the
antioxidant and antimicrobial activity. The antimicrobial effect was relatively low,
however all extracts showed better effect on Gram positive microorganisms
(Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Micrococcus luteus and Listeria monocytogenes) compared to Gram negative
microorganism (Escherichia coli and Salmonella typhimurium) which can be
attributed to the structural differences between them. The highest content of
phenolic compounds was obtained in methanolic extracts of petals and calyx and
these tissues shown the highest antioxidant activity. 83.71 + 1.25, 76.67 = 1.345
%ABTS" inhibition and 67.08 + 0.05, 61.28 + 0.67 %DPPH radical reduction (petal
and calyx respectively). The concentration of phenolic compounds indicate that
these compounds may contribute to the strong antioxidant activity which suggests
can be used or exploited in other sectors such as pharmaceuticals and not only in
the food sector.

Keywords: ABTS, Antimicrobial, Antioxidant, DPPH, Erythrina americana Miller,

Phenolic compounds.
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1. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de los antimicrobianos aunado a la presion selectiva
ambiental realizada por antisépticos y desinfectantes ha generado una respuesta
de supervivencia en los microorganismos, que los capacita para evadir con
eficiencia la accion bactericida de algunos agentes, perdiendo el efecto
antimicrobiano que se espera por una concentracion tolerada por el huésped para
dafiar a un microorganismo infectante (bacteria, hongo, parasito, etc.)
considerando las diferencias existentes entre la estructura y metabolismo del
microorganismo y las caracteristicas del huésped. El uso de plantas medicinales
(medicina tradicional) constituyen un reservorio de metabolitos secundarios
bioldgicamente activos que con el nacimiento de la fitoquimica se hizo posible su
reconocimiento y aislamiento de estos principios activos asi como su efecto sobre
el organismo, su modo de aplicacion y sus propiedades biolégicas como
antioxidantes, antimutagénicas, antimicrobianas, antiinflamatorias,
antihipertensivas, entre otras generando una alternativa en el control de diversas
enfermedades causadas por bacterias (Cos et al. 2008; Gibbons, 2008). La
mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana encontrados en plantas,
hierbas y especias, son compuestos fendlicos, terpenos, quininas, alcaloides, e
isoflavonoides, que a su vez por sus caracteristicas quimicas y estructurales
pueden ejercer actividad antioxidante. Estos compuestos actlan principalmente
sobre la membrana de los microorganismos invasores y en el deterioro de varios
sistemas enzimaticos, incluidos aquellos involucrados en la produccién de energia
y en la sintesis de compuestos estructurales. Una vez que el compuesto fendlico
cruza la membrana celular, puede interactuar con las enzimas y con las proteinas
causando un flujo contrario de protones a través de ella, afectando asi la actividad
celular. Son una potencial alternativa a los problemas derivados de los

mecanismos de resistencia adquiridos y transmisibles.

El gran desafio para los paises ricos en biodiversidad como México es poder

vincular y convertir el conocimiento proveniente de los recursos bioldgicos, sean
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sustancias puras o0 extractos crudos de plantas en compuestos, procesos,
métodos, herramientas o productos Utiles como parte del aprovechamiento y la
explotacion sostenible de la diversidad biolégica en beneficio de la salud como en
el control de diversas enfermedades microbianas de importancia médica,

causantes de las principales enfermedades de atencién primaria.

Como una posible alternativa se encuentra el género Erythrina del cual se han
podido aislar diversos flavonoides, alcaloides, lecitinas y pterocarpanos, que
muestran efectos antimicrobianos, antiinflamatorios, sedativos, diuréticos,
anticonvulsivos, etc. (Mitscher et al., 1988; Garin et al., 2000; Mufio et al., 2002;
Pino et al.,, 2004; Chacha et al., 2005; Sato et al., 2006; Rukachaisirikul et al.,
2007; Khaomek et al., 2008; Ibarra et al., 2009). Erythrina americana Miller es una
de las especies vegetales endémicas con usos medicinales y alimentarios. A partir
de flores de Erythrina americana Miller se realizan extractos metandlico y acuoso
para evaluar la actividad antimicrobiana, determinar fenoles totales, taninos

condensados y flavonoides totales y evaluar la actividad antioxidante.

13



2. ANTECEDENTES

2.1 Panorama epidemiolégico de enfermedades bacterianas

Las enfermedades infecciosas son la manifestacion clinica consecuente a
una infeccion provocada por un microorganismo como bacterias, hongos, virus, y

a veces, protozoos (Krauss et al., 2003).

Las enfermedades infecciosas son una de las causas mas importantes de
morbimortalidad mundial entre los lactantes y nifios y una de las primeras causas
de consulta médica y también una de las primeras causas de muerte en México.
Se ha estimado que en Asia, Africa y Latinoamérica la probabilidad de que un nifio
muera antes de los 5 afios puede llegar a 50%, aunque esto depende de factores
socioeconémicos y nutricionales (Vila, 2009). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estima que cada afo tienen lugar 1,500 millones episodios en paises en
vias de desarrollo, resultando de éstos en 1,5 millones de muertes (WHO, 2009).
Por ello, se les considera un problema de salud publica en el nivel mundial, que
afecta a personas de cualquier edad y condicion social, aunque los grupos mas

vulnerables son los nifios y los ancianos (Le6n-Ramirez, 2002).

En Meéxico, la mortalidad infantil se ha reducido como resultado de diversas
acciones e intervenciones en salud publica (Sepulveda et al., 2007), entre ellas: la
distribuciéon de suero oral (a partir de 1984), las campafias de vacunacion (a partir
de 1986), el Programa Agua Limpia (a partir de 1991), y el incremento de las
coberturas de agua potable, alcantarilado y saneamiento, que reducen la
exposicién a los agentes patdégenos. A estos factores se afiaden los de higiene,
educacion, acceso a los servicios de salud y condiciones socioeconomicas y

ambientales.

Paniagua (2007) hace referencia que en 2003 se reportaron 4 556 decesos

causados por infecciones. Tan solo en 2008, el Seguro Social brindé 2 millones
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188 consultas por enfermedades infecciosas, y los estados con mayor incidencia de
estas infecciones fueron: Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Michoacan, Guerrero, y
Oaxaca. De acuerdo con la Secretaria de Salud, las enfermedades infecciosas en
2010 fueron de 5, 681,091 casos; aplicando la proyeccion de CONAPO para 2011,
se obtuvo una tasa de 5,037 casos por cada 100 mil habitantes. Las principales
causas de estas enfermedades en el Ultimo afio fueron: virus y otros organismos
(4.9 millones de casos), paratifoidea y salmonelosis (120.6 mil casos), la fiebre
tifoidea (45 mil casos) e infeccion por Escherichia Coli y Shigella con 40.9 mil y
11.3 mil casos, respectivamente (CONAGUA, 2011).

Basados en las estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), las
infecciones, como gastroenteritis causada principalmente por Escherichia coli,
Salmonella, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Rotavirus, representan un severo

problema de salud publica para nuestro pais.

2.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, movil por flagelos peritricos, no
forma esporas, es el principal anaerobio facultativo de la flora microbiana que
reside en el colon humano. El huésped se coloniza desde el nacimiento con una o
dos cepas gue residen de manera permanente en el intestino y establecen una
relacion simbiética con el individuo durante toda la vida (Winfield et al., 2003;
Kaper et al., 2004).

Aungque la mayoria de las cepas son inofensivas, algunas pueden causar una
grave enfermedad de transmision alimentaria. La infeccion por Escherichia coli se
transmite generalmente por consumo de agua o alimentos contaminados, como

productos carnicos poco cocidos y leche cruda (WHO, 2014).

Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y extra intestinales

generalmente graves, tales como infecciones del aparato excretor, vias
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urinarias, cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia (Kaper et
al., 2004). Escherichia coli enteropatégena (EPEC, por sus siglas en inglés) fue la
primera en describirse y es tal vez uno de los microorganismos mas estudiados.
La infeccion con EPEC es una de las causas mas comunes de diarrea infantil en
paises en vias de desarrollo, como México (Kaper et al., 2004). Una de las
principales caracteristicas de la infeccion es la diarrea de tipo acuoso, que puede
ocurrir en diversos grados de intensidad. Ademas, es comUn que los nifios
infectados presenten vomito y fiebre. El periodo de incubacion varia de 3 a 24
horas después de que el individuo ingiere en condiciones experimentales un
indculo grande de bacterias (10° a 10'° UFC); se cree que el inéculo que infecta
de manera natural a los nifios es mucho menor (Cravioto, et al., 1988; Kaper et al.,
2004). Una vez que la bacteria alcanza la mucosa intestinal, comienza a
desencadenarse un mecanismo de patogenicidad complejo, que tiene como

resultado la produccion de diarrea (Donnenberg et al., 1999; Kaper et al., 2004).

De manera alarmante, las cifras de letalidad en paises subdesarrollados son
elevadas (20 a 50%), lo que convierte a la infeccion por Escherichia coli en una

anomalia clinica de inmediata respuesta.

2.1.2 Salmonella typhimurium

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram
negativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos, provistos de
flagelos y moviles. Crecen bien en los medios de cultivo habituales. De acuerdo
con la presencia de los antigenos O (lipopolisacarido), Vi (polisacaridocapsular) y
H (flagelar) pueden actualmente serotiparse en mas de 2.300 serovariedades
(Miller et al., 2002; Lopez et al., 2006).

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril aguda de origen entérico producida por
la Salmonella typhi. En raras ocasiones Salmonella paratyphi A, paratyphi B
(Salmonella schottmuelleri) y Salmonella paratyphica C (Salmonella hirschfeltii)
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pueden producir un cuadro clinico similar, aunque de menor gravedad. Estas
salmonellas soélo afectan al ser humano. La mortalidad con un tratamiento
adecuado es casi nula y las complicaciones mas graves suelen ser la perforacion
y la hemorragia intestinal (Ryan et al., 1989). Al ser los seres humanos los Unicos
huéspedes de este tipo de salmonellas, la fuente de nuevas infecciones son los
enfermos, los enfermos convalecientes (durante tres meses aproximadamente)y
los portadores sanos cronicos (2% de las personas que han pasado la
enfermedad, mas frecuente en mujeres con colelitiasis).La via de transmision es la
fecal-oral, a través de aguas contaminadas no higienizadas, alimentos
manipulados por portadores, ingestiébn de crustaceos contaminados o vegetales
regados con aguas contaminadas (Celum et al., 1989).

2.1.3 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es una bacteria Gram positiva, anaerobia cuyos principales
hébitats son boca, faringe e intestino (Loesche, 1986). Tienen un papel central en
la etiologia de la caries dental (Desoet et al., 1990; Marsh, 2003), debido a que
estos pueden adherirse a la pelicula salival esmalte y a otras bacterias de la placa
(Aas et al., 2005). Por lo general, la aparicidbn de Streptococcus mutans en las
cavidades de los dientes es seguido por caries después de 6-24 meses
(Mayooran, 2000).

Streptococcus mutans presenta un nivel muy elevado de aciduria y acidogenicidad
en comparacion con el resto de microorganismos de la placa; es capaz de formar
polisacaridos extracelulares no solo en presencia de sacarosa, sino también a
partir de la fructosa y la glucosa (Wiater, 1999; Zero, 2004), esto les confiere
ademas gran virulencia, ya que aglutinan a las bacterias de la placa, promueven la
colonizacion en la superficie dental y cambian las propiedades de difusion de la
matriz de la placa (Tanzer et al., 2001).
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2.1.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, no movil, no forma esporas,
puede encontrarse solo, en pares, en cadenas cortas 0 en racimos, anaerobio
facultativo, pero crece mejor en condiciones aerobias. Es uno de los principales
microorganismos reconocidos como agentes patdégenos para el humano. Forma
parte de la familia Microccocaceae, género Staphylococcus, el cual contiene mas
de 30 especies (Howe et al., 1996; Velazquez-Meza, 2005; Kanafani et al., 2006).

Staphylococcus aureus es una de las bacterias que con mas frecuencia causa
infecciones en todas las edades. En nifios, la tasa de infeccidén por este patdgeno

es aproximadamente de 30 casos por cada 100.000 habitantes (Paganini, 2007).

Las infecciones por Staphylococcus aureus comienzan por la Illamada
colonizacion. La bacteria se encuentra generalmente en las fosas nasales y en
ocasiones en la piel o en la ropa, y de estos sitios Staphylococcus aureus puede
transmitirse a otras regiones del cuerpo o membranas mucosas. Si la piel o
mucosas se rompen por trauma o cirugia, Staphylococcus aureus que es un
patdgeno oportunista, puede acceder al tejido cercano a la herida provocando
dafio local o enfermedades de amplio espectro (Velazquez-Meza, 2005), por
ejemplo causa infecciones del sistema nervioso central e infecciones profundas,
provoca mielitis y endocarditis. Es causante de infecciones respiratorias como
neumonia, infecciones del tracto urinario y es la principal causa de infecciones
nosocomiales Coloniza la piel y/o fosas nasales de las personas sanas y produce
una amplia gama de infecciones, desde las mas leves como las infecciones
superficiales de piel y tejidos blandos. Ademas, causa septicemia, impétigo y
fiebres (Shopsin et al., 2001; Velazquez-Meza, 2005; Foster, 2006).

Antes del uso de los antibioticos, una bacteremia causada por Staphylococcus
aureus producia una mortalidad aproximada del 82%. AlUn ahora este porcentaje

permanece elevado, entre el 25 y 63% (Howe et al., 1996). En afios recientes han
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re emergido las infecciones por Staphylococcus aureus. Esto debido a que la
bacteria se ha vuelto resistente a los agentes antimicrobianos con los que

normalmente se le combate (Chambers, 2001).

2.2 Agente antimicrobiano

Un antimicrobiano es una sustancia que a bajas concentraciones tiene la
capacidad de inhibir o matar microorganismos (bacterias, hongos, parasitos, etc.)
(Ruiloba y Ortigoza-Ferado, 2005).

Un efecto antimicrobiano es aquel que se espera por una concentracion tolerada
por el huésped pudiendo dafiar a un microorganismo infectante considerando las
diferencias entre la estructura y metabolismo del microorganismo y las

caracteristicas del huésped (Zabala, 2002) (Fig. 1).

(ANTIMICROBIANO)

Sensihiliﬂﬂl/ \TDHiCidﬁd

Resistencia Metabolismo

€&— Inmunidad

GERMEN Infeccion —> HUESPED

Figura 1. Interaccion entre el antimicrobiano-germen-huésped (Zabala, 2002).

El uso indiscriminado de estos agentes antimicrobianos ha creado uno de los
grandes retos que enfrenta la comunidad médica, la resistencia microbiana
(Avellaneda, 2000).
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2.3 Resistencia microbiana

Resistencia bacteriana se define como “una condicion microbiolégica
caracterizada por la capacidad natural o adquirida, por parte de una cepa
bacteriana de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostaticos
de un antibidtico” (Torroba, 1999).

La resistencia microbiana obliga el desarrollo y utlizacion de nuevos
antimicrobianos, que son mas costosos y a veces mas toxicos que los empleados
habitualmente. (Avellaneda, 2000).

Cuando se lanza al mercado un farmaco antibacteriano, se define el espectro de
microorganismos sobre los cuales es eficaz, pero luego este patrén va cambiando
a medida que la droga se utiliza clinicamente, llegando en algunos casos a caer en
el desuso (Torroba, 1999).

Segun lo descrito por Arévalo (1996) las bacterias pueden manifestar resistencia a
los farmacos antibacterianos a través de una variedad de mecanismos como:
a. Produccion de una sustancia que destruye el antimicrobiano.
b. Adaptacién del metabolismo bacteriano para inhibir el antimicrobiano.
c. La pared celular del microorganismo se vuelve impermeable al
antimicrobiano.
d. Un fago comunica la resistencia por transduccién
e. Desaparicion de cepas sensible y supervivencia de cepas resistentes por
un fenédmeno de seleccion natural.

f. Produccion de cepas mutantes

Avellaneda (2000) describe diferentes mecanismos bioquimicos de resistencia:

1.- Inactivacion enzimatica: enzimas que modifican la molécula de antibiotico.
Codificadas por elementos genéticos extracromosémicos. Ejemplo: Las JB-

lactamasas son capaces de romper los enlaces quimicos de los B -lactAmicos
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generando resistencia contra esta familia de antibidticos. La asociacién de (-
lactamicos (amoxicilina, ampicilina o piperacilina) con inhibidores de la B -
lactamasa (acido clavulanico, sulbactam o tazobactam) sirvié para acabar con este

mecanismo de resistencia a antibiéticos.

Otras enzimas producidas por ciertas cepas son capaces de modificar
guimicamente a los antibidticos impidiendo que éstos reconozcan su diana. Es el

caso del ciprofloxacino, muy util en infecciones de via urinaria.

2.- Impermeabilidad de las membranas o de la pared celular: modificacion de los
elementos de la membrana (Ejemplo: porinas) que impide el transporte de

antibioticos. La pérdida de porinas es una forma de resistencia a los carbapenems.

3.- Expulsiéon por mecanismos activos. Ejemplo: El aumento de la concentracion
de bombas de extrusién de antibidticos, unas proteinas transmembrana que
permiten la exportacion de antibiéticos como quinolonas o cloranfenicol fuera de la

célula con gasto energético.

4.- Desvios alternativos: Hay antibidticos que actian sobre enzimas de la célula
inactivandolas, como por ejemplo la sulfamida que inhibe la dihidropteroato sintasa
que participa en la sintesis del acido félico un compuesto esencial para la division
bacteriana. Algunas enzimas son capaces de mutar o bien otras son capaces de
ganar la actividad perdida por accion del antibiético provocando un desvio de la

ruta que permite a la célula sobrevivir.

5.- Modificacion del sitio de accion (diana molecular). Reduccién de la afinidad por
el antibiotico. Ejemplo: Mutaciones en la diana hacen que el antibiético no sea
capaz de reconocerla. Las dianas de las quinolonas son las enzimas encargadas
de mantener el correcto plegamiento de la molécula de DNA (la girasa y la
topoisomerasa). Mutaciones a este nivel otorgan a la célula resistencia frente a

esta familia de antibioticos. Mutaciones de los ribosomas. Los ribosomas son las
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dianas de ciertas familias de antibiéticos entre las que se encuentran las
tetraciclinas por lo que mutaciones a este nivel hardn a las células resistentes
frente a ellas. Mutaciones en la estructura del lipopolisacéarido (LPS) otorgaran a la

célula resistencia frente a antibioticos como la polimixina.

Hay un nimero de razones por las cuales la resistencia bacteriana debe ser una
preocupacion para el sector salud. Las bacterias resistentes, especialmente los
Estafilococos, Enterococos, Klebsiella y Pseudomonas, se estan convirtiendo en
algo comun en las instituciones de salud (National Nosocomial Infections
Surveillance (NNIS) System Report, 2004).

Algunas especies de bacterias son naturalmente resistentes a una clase de
agentes antimicrobianos. En tales casos, todas las cepas de especies de bacterias
que son asi mismo resistentes a todos los miembros de estas clases
antibacterianas. De mayor preocupacion son los casos de resistencia adquirida,
donde poblaciones inicialmente sensibles de bacterias se vuelven resistentes a un
agente antibacteriano y proliferar y diseminar bajo la presion selectiva del uso de
dicho agente (McGowan, 2001).

El Centro de Control de Enfermedades (CDC) en Estados Unidos calcula que las
complicaciones asociadas con la resistencia bacteriana suman anualmente entre
4000 y 5000 millones de doélares a los costos de cuidados de la salud (CDC,
2013).

La busqueda en fuentes vegetales se establece como una alternativa viable al

problema de resistencia bacteriana.

2.4 Agentes antimicrobianos de origen vegetal

Una planta medicinal es considerada como un complejo laboratorio de sintesis y

degradaciones en el que generalmente coexisten componentes con diversas

22



estructuras quimicas, la mayoria compuestos fendlicos, polifenoles o
fenilpropanoides que derivan todas ellas del fenol un anillo aromético (Fig. 2) con
un grupo hidroxilo (Avalos y Pérez, 2009) y su efecto en muchas ocasiones se
debe a varios de estos componentes. Un porcentaje importante posee cierta

actividad frente a los microorganismos.
OH

Figura 2. Estructura quimica del fenol

Entre los compuestos que han sido reportados por aportar un efecto
antimicrobiano destacan: Compuestos fendlicos simples, cuya actividad
antimicrobiana esta directamente relacionada con el nimero de grupos hidroxilos
que tiene el derivado fendlico, los lugares y el numero de grupos hidroxilo (OH) en
el anillo parece que estan relacionados directamente con la toxicidad frente a los
microorganismos, de forma que un aumento en la hidroxilacion esta ligado a una
mayor toxicidad (Schindler et al., 2002). Fenoles y polifenoles, considerando que
la acciébn contra los microorganismos se debe a la inhibiciobn enzimatica
posiblemente por accién sobre los grupos sulfihidrilos de sus aminoacidos de
cisteina o por medio de reacciones mas inespecificas con proteinas bacterianas
(Miskovsky et al., 2002). Taninos tienen una accion inhibitoria del crecimiento de
insectos y perturban la digestion de rumiantes. Se cree que la actividad
antimicrobiana de estos compuestos se debe a su interaccion sobre las adhesinas,
proteinas de la pared celular, y a su capacidad de unirse a polisacaridos (Cowan,
1999). Catequinas, derivados de los flavonoides presentes en el té verde
(Camellia sinensis) han sido estudiadas como los compuestos que generan la
actividad antimicrobiana in vitro sobre Vibrio cholerae, Streptococcus mutans vy
Shigella, principalmente. Quinonas, su rango de actividad antimicrobiana es
amplio, actuando posiblemente sobre las adhesinas expuestas en la superficie de

las bacterias, sobre los polipéptidos de la pared celular y sobre las enzimas unidas
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a membranas (Cowan, 1999). Alcaloides, el mecanismo de accion de los
alcaloides parece ser mediante intercalacion entre la pared celular y el DNA del

microorganismo (Domingo, D., 2003).

La presencia y cantidad de los grupos quimicos mencionados en especies
vegetales varia de acuerdo a las condiciones ambientales, estadio de la planta,

suelo, nutrientes, etc.

La actividad terapéutica no soOlo se puede conseguir luego de procesos de
extraccion y purificacion de estos principios activos, sino directamente de la planta
misma o de algunos extractos crudos (concentrado obtenido por tratamiento de
productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua, etanol, éter, etc.,
de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios activos y
sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una planta
fresca o0 seca). Por ejemplo: los extractos crudos de Psoralea corylifolia, un arbol
nativo de China, poseen actividades reportadas antimutagénicas, antimicrobianas,
ademas, un extracto aceitoso en hexano obtenido a partir de sus semillas present6
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Se ha considerado que el
responsable de estas actividades es el bakuchiol, un isoprenoide fendlico aislado

de las semillas y hojas de esta planta (Katsura et al., 2001).

Ocinum micranthum W., planta conocida como “san albahaca”, es utilizada para
tratar infecciones respiratorias en regiones amazoénicas de América del Sur,
México y el Caribe. Se determiné la composicion quimica del aceite esencial de
las hojas de dicha planta, y también se la probé sobre Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sp., y hongos
del género Aspergillus, confirmandose que dicho aceite puede ser considerado

como un buen agente antibacteriano y antifingico (Fuertes et al., 1997).

Bazalar et al. (1998) realizaron un estudio de accién inhibitoria de crecimiento

antimicrobiano, donde se mostrd0 que la asociacion de extractos acuosos de 2
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plantas, Erythroxilum novogranatense variedad truxillense “Hoja de Coca de
Trujillo” y Plantago major, presentaron sinergismo, comparado con el estudio
realizado por separado de cada uno de los extractos; se realizaron las
determinaciones fitoquimicas en muestras de ambas especies y los extractos
acuosos, encontrandose una proporcion de asociacion para los dos extractos

acuosos empleados de 50:50, considerandose como éptimo para este estudio

Montes et al. (2000) evaluaron 206 especies vegetales contra 26 especies de
hongos fitopatdgenos, y encontraron que entre 32 y 51 % de las plantas evaluadas
interactuaban con los hongos y causaban desde estimulacién biol6gica hasta

inhibicion total.

Los &cidos ceandtico y ceanotérico, provenientes de la planta Ceanothus
americanus, han demostrado efectos inhibidores del crecimiento de Streptococcus
mutans, Actinomyces viscosus, y Porphyromonas gingivalis; y los extractos
etandlicos del propdleo han mostrado buena actividad antimicrobiana contra estos

mismos microorganismos orales (Katsura et al., 2001).

Se ha demostrado el efecto del extracto fendlico del té negro, el cual puede ser
catalogado como agente bacterioestatico y bactericida contra microorganismos
como Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Vibrio cholerae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermis, Salmonella typhimurium. También se ha
descrito el poder antimicrobiano de especias y sus extractos (clavo, ajo, cebolla,
salvia, romero, cilantro, perejil, oréganos, vainilla, entre otros) (Mufioz-Cano,
2007).

Los estudios de plantas en el area de los productos naturales, aspiran a

establecer relaciones entre la composicion quimica de sus metabolitos

secundarios y sus propiedades farmacolégicas.
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2.4.1 Modo de accién de los agentes antimicrobianos de origen vegetal

Los sitios de accion de los agentes antimicrobianos en la célula microbiana,
incluye a la membrana celular, pared celular, enzimas metabdlicas, sintesis de
proteinas y el sistema genético (Conner, 1993). Hay 4 modos principales de
accion: (1) interferencia con la sintesis de la pared celular, (2) la inhibicién de la
sintesis de proteina, (3) la interferencia con la sintesis de acido nucleico, y (4) la

inhibicion de una via metabdlica (Neu, 1992).

Los compuestos utilizados como antimicrobianos tienen varios sitios de accion
dentro de la célula microbiana y dependiendo de las concentarciones utilizadas,

pueden causar inhibicidn o inactivacion de los microorganismos.

Conner (1993) sugirié que la actividad antimicrobiana de los extractos de plantas,
se basa en el deterioro de varios sistemas enzimaticos, incluidos aquellos
involucrados en la producciéon de energia y en la sintesis de compuestos
estructurales. Una vez que el compuesto fendlico cruza la membrana celular,
puede interactuar con las enzimas y con las proteinas causando un flujo contrario

de protones a través de ella, afectando asi la actividad celular (Conner, 1993).

De Boer et al. (2005) encontraron que el aumento en la concentracion de extracto
de tomillo y carvacrol no se reflej6 en una relacion directa con su efecto
antimicrobiano. Sin embargo, se encontr6 que después de rebasar una cierta
concentracion critica, se presentdé una rapida y significativa reduccion en el
namero de células viables de Salmonella typhimurium. Esto se interpretd6 como:
los compuestos fendlicos sensibilizan a la membrana celular y cuando se saturan
los sitios sobre los cuales actian se presenta un grave dafio a la membrana

citoplasmatica.

Los efectos de los compuestos fendlicos pueden ser a dos niveles, sobre la

integridad de la pared celular y membrana citoplasmatica, asi como sobre la
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respuesta fisiologica del organismo. Los compuestos fendlicos pueden
desnaturalizar a las enzimas responsables del inicio de la germinacion de las
esporas o interferir con el uso de aminoacidos necesarios para iniciar el proceso

de germinaciéon (Nychas, 1995).

Existen pocos estudios enfocados a comprender el mecanismo involucrado en la

inhibicion microbiana por especies y extractos de plantas.

2.5 Flores con actividad antimicrobiana

Las flores son de las partes fisiologicas de las plantas en las cuales se evalGan
diversas propiedades biolégicas. Morales-Cabrera (2011) evalu6é la actividad
antimicrobiana de los extractos de calices desihidratados de Hibiscus sabdariffa
(Jamaica) los extractos mostraron un efecto antimicrobiano, con didmetros de

inhibicion de 12.5 a 19.5 mm sobre serotipos de Salmonella.

Passiflora manicata en extracto etandlico muestra una accién antimicrobiana

frente Candida albicans, Escherichia coli y Bacillus subitilis (Lizcano, 2008).

Myrcianthes rhopaloides solo presenta inhibicion frente a Candida albicans
(Lizcano, 2008).

Acmella repens (botoncillo) en extracto etanodlico es efectivo frente a Candida
albicans y Staphylococcus aureus, asi como Sonchus oleraceus en una

concentracion mayor (80%) (Sulca, 2010).

Las flores de Talipariti elatum se utilizan como antiasmaticas en la medicina
tradicional y se ha demostrado la presencia de diferentes componentes quimicos
en ellas y en particular la estructura del gluco flavonoide Gossypitrina con altos
rendimientos frente a la inhibicion de Escherichia coli, Bacillus, Providencia y
Klebsiella (Cuellar-Cuellar, 2011).
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La manzanilla tiene un buen control de los microorganismos de la cavidad oral asi
como intestinal y se evidencia una disminucién de la carga bacteriana (Carcamo,
2011).

El contenido de flavonas en brotes de Camellia sinensis utilizadas en la
elaboracion de té le confieren actividad antibacteriana frente a Shigella, Vibrio,

Streptococcus mutans (Cowan, 1999).

2.6 Erythrina americana Miller

El género Erythrina pertenece a la familia Fabaceae (Leguminosae). EI nombre
alude al color prevaleciente de las flores y deriva del griego erythros= rojo. Se le
designa también como “arbol de coral” debido a su color caracteristico. ElI género
esta dividido en 5 subgéneros y 26 secciones. E. americana pertenece al género
Erythrina y a la seccion Erythrina (Garcia et al., 2001). Comunmente se le conoce

como zompantle o colorin.

Son cerca de 115 especies de éste género, comprendiendo un amplio rango de
variaciones morfolégicas y diversidad bioldgica. Estas plantas se encuentran
distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales del mundo ademas en

algunas regiones célidas y templadas (Fig. 3).
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Figura 3. Distribucion mundial de Erythrina (Neill 1988 y 1993)

La mayoria de las especies son arboles o matorrales, pero unos pocos son
hierbas perennes con grandes raices lefiosas de reserva (Neill, 1988,1993).
Muchas de estas especies han sido estudiadas por su morfologia, distribucion,
cromosomas, contenido de alcaloides y aminoacidos y su composicion quimica
(Garcia et al.,, 2001). Pocas especies son encontradas en zonas templadas:
Erythrina herbacea y Erythrina flabelliformis son nativas del sur de Estados
Unidos, mientras que Erythrina crista-galli y Erythrina falcata se localizan en el
norte de Argentina (Atchison, 1947).

Erythrina americana es un arbol de 4-5 m, extendido, con copa de ramas
abundantes, corteza lisa y estaca café (Fig. 4). Tiene espinas en las ramas y
espinas conicas y anchas en el tronco. Las hojas son alternadas y trifoliada, con
tres puntas, foliolos rémbicos-ovalados, de 7-22 cm de largo y ancho (Garcia et
al., 2001).
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Figura 4. Erythrina americana Miller (flor de colorin)

Esta especie se encuentra en tierras bajas y en elevaciones moderadas (1000-
2100 m) (Krukoff, 1974). Neill (1988) consider6 a Erythrina coralloides como
sinbnimo de Erythrina americana, aunque recientemente ambas especies fueron

separadas.

La distribucién de Erythrina y el nimero de especies conocidas se encuentran en
las regiones delimitadas. La mas alta concentracion de especies de Erythrina se

encuentra en el sur de México y en Ameérica Central (Neill, 1993).

Erythrina americana puede ser encontrada en el centro de México (Principalmente
en los estados de Veracruz, Hidalgo, Estado de México, Morelos, Guerrero,
Puebla y Oaxaca) (Krukoff, 1974).

2.6.1 Usos Erythrina americana Miller

Las flores, retofios jovenes, corteza, raices y semillas de las especies de Erythrina
sirven en sus lugares de origen como alimento, tintes, farmacos y para ornamento
(Atchison, 1947). Erythrina americana se usa como un arbol de sombra y soporte,

ademas como cerca viva. Puede ser usada como abono verde y para alimentacion
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animal. Las flores son ingeridas y usadas para hacer infusiones, y las semillas se

usan en joyeria artesanal (Garcia et al., 2001).

2.6.2 Actividad bioldgica en el género Erythrina

Las especies de este género se utilizan para el alivio de 60 trastornos diferentes
(Pino et al., 2004). En la region de Huasteca de San Luis Potosi, el grupo Teenek
usa las inflorescencias de Erythrina americana como calmantes y relajantes (Garin
et al., 2000) Las semillas, corteza, hojas y flores son frecuentemente reportadas

por tener efecto sedativo (Lozoya-Lozoya, 1982).

Las acciones biolégicas estudiadas con mayor frecuencia en el género Erythrina
son: actividad antibacteriana, efecto citotdxico, actividad antiinflamatoria,

analgésica y antipirética, antifungica, entre otras (Pino et al., 2004).

La presencia de flavonoides y taninos, asi como de alcaloides se ha reportado
antes en un estudio realizado, atribuyéndole a estos metabolitos funciones de
defensa contra insectos, resistencia a parasitos, de ahi la gran importancia que
presentan desde el punto de vista fitoquimico, con respecto a su amplia accion
biologica (Rodriguez, 2005).

En extractos de raiz, corteza del tallo, hojas, semillas y flores de la especie
Erythrina senegalensis DC muestran una actividad efecto contra diversas
enfermedades: malaria, amenorrea, infecciones, abortos, heridas, ictericia y

dolores corporales como lo reporta Saidu et al. (2000) y Togola et al. (2008).

Erythrina mildbraedii exhiben una actividad antiinflamatoria y antioxidante como lo
reporta Njamen et al. (2003) siendo los pterocarpanos los responsables de esta
actividad. Asi como un efecto antibacterial sobre Staphylococcus aureus y
Mycobacterium smogmatis (Mitscher et al., 1988).
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Mitscher et al. (1988), reportaron la capacidad antibacterial de la especie
Erythrina crista-galli L sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
gallinarum, Klebsiella pneumoniae. Mycobacterium smogmatis, Candida albicans y
Pseudomonas aeruginosa siendo los pterocarpanos los compuestos responsables.
También se reporté una accion antiinflamatoria y anticonceptiva (Mufio et al.,
2002).

Khaomek et al. (2008) reportd que los alcaloides son responsables de la actividad
antibacterial de Erythrina fuscas sobre Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium, hongos Muccor spp., Fusarium

oxysporum y Aspergillus niger confirmando lo reportado por Calle et al. (1997).

El efecto antibacterial sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis y Candida micoderma de Erytrhina latissima es atribuido a la presencia de
flavonoides (Chacha et al., 2005).

Erythrina poeppigiana presenta un efecto antibacterial sobre Staphylococcus
aureus siendo los flavonoides los responsables de tal efecto como lo reporta Sato
et al., (2006).

El extracto crudo alcaloidal de plantulas de Erythrina coralloides mostré efecto
antimicético sobre las especies Alternaria solani, Botrytis cinérea, Fusarium

oxysporum, Penicillum sp, Monilia fructicola, (Sato et al., 2006).

Rukachaisirikul et al. (2007) demostraron también que los favonoides,
pterocarpanos, alcaloides, triterpenos y esteroides son responsables de la
actividad antibacterial sobre Streptococcus y Staphylococcus y antiplasmodial de

las especies Erythrina subumbrans y Erythrina stricta.

Las fracciones de alcaloides libres obtenidos a partir de semillas de Erythrina

americana poseen un efecto inhibitorio en el crecimiento micelial de Alternaria
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solani, Botrytis cinérea, Fusarium oxysporum, Penicillum sp, Monilia fructicola y
Trichoderma harziamun a una dosis de 0.8 mg/mL presentd la actividad

antimicética mas alta (Ibarra et al., 2009).
Olusola (2012) demostré que el extracto etandlico de Erythrina caffra en
concentraciones de 39.1 a 625 ug/mL es efectivo frente a Micrococcus luteus,

Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus.

Cabe resaltar que no se han reportado estudios e informacion sobre la utilizacion

de flores de Erythrina americana Miller sobre microorganismos patégenos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la actividad antimicrobiana de los extractos metandlico y
acuoso de la flor de colorin  (Erythrina americana Miller) sobre cepas de
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus mutans y Staphylococcus

aureus.

3.2 Objetivos Particulares

1. Determinar la actividad antimicrobiana como % de inhibicion del
crecimiento de Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Micrococcus
luteus y Listeria monocytogenes por efecto de los extractos metandlico de
pétalo, pistilo y caliz y extracto acuoso de pétalo de flor de colorin (Erythrina
americana Miller).

2. Cuantificar compuestos fendlicos (fenoles totales, taninos condensados y
flavonoides totales) de los extractos metandlico de pétalo, pistilo y céliz y
extracto acuoso de pétalo de flor de colorin (Erythrina americana Miller).

3. Determinar la actividad antioxidante de los extractos metandlico de pétalo,
pistilo y céliz y extracto acuoso de pétalo de flor de colorin (Erythrina
americana Miller).
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4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis Nula
Los extractos de flor de colorin (Erythrina americana Miller) no poseen efecto

antimicrobiano sobre cepas de Escherichia coli, Salmonella typhimurium,

Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus.

4.2 Hipo6tesis Alterna
Los extractos de flor de colorin (Erythrina americana Miller) poseen efecto

antimicrobiano sobre cepas de Escherichia coli, Salmonella typhimurium,

Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus.
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5. METODOLOGIA

5.1 Recoleccion del material bioloégico

La recoleccion del material biolégico fue realizado en comunidades del estado de
Querétaro, entre las coordenadas geogréaficas que van desde 20 ° 34 'y 21 ° 03' de
latitud norte y 99 ° 23 'y 99 ° 53' de longitud oeste. El material fue identificado y
colectado en el mes de Marzo 2012 en la ultima etapa de la floracion, cuando las
flores en estado maduro alcanzaron una longitud aproximada de 4-5 cm y un color
rojo brillante. Las muestras fueron depositadas en Herbario Etnobotanico de
QMEX, Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro.

5.2  Preparaciéon de material biol6gico

Las flores fueron limpiadas y se separaron los pétalos, pistilo y caliz. Cada parte

vegetal se congeld en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 ° C hasta su uso.

5.3 Obtencién de extracto metanélico y acuoso

Los pétalos, pistilo y caliz se colocaron por separado en maceracion en metanol
(extracto metandlico) y pétalos en agua (extracto acuoso) asignando las siglas
EMP para extracto metandlico de pétalo, EMPi para extracto metandlico de pistilo,
EMC para extracto metandlico de céaliz y EAP para extracto acuoso de pétalo.
Cada uno de los extractos se dejé reposar durante tres dias en oscuridad y
posteriormente se decantdé. El extracto acuoso se liofiliz6 y se almacend en
oscuridad hasta su uso. El extracto metanodlico se sometio a rotoevaporacion. Las
suspensiones se mantuvieron en refrigeracion y protegidas de la luz hasta su uso.
Posteriormente se siguio la metodologia de Cardador-Martinez et al. (2002). Se
colocaron 200 mg de muestra con 10 mL de metanol, puestos en agitacion y

posterior centrifugacion, para determinar compuestos fendlicos y capacidad

36



antioxidante que se llevaron a cabo en condiciones de poca luz con la finalidad de
evitar la degradacién de los compuestos fendlicos.

5.4 Determinacién de actividad antimicrobiana

Microorganismos de prueba:

Escherichia coli ATCC 28922, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus y Listeria monocytogenes.

Extractos: metandlico de pétalo, pistilo y céliz, acuoso de pétalo de flor de colorin
(Erythrina americana Miller) en concentraciones de 500, 1,000, 2,000 y 10,000

ppm.

Control positivo: Gram - Amikacina en concentracion de 10,000 ppm.
Control positivo: Gram + Pefloxacina. en concentracion de 10,000 ppm.

Los experimentos para determinar el % de inhibiciébn de crecimiento son basados
en la norma NMX-BB-040-SCFI-1999 (Anexos) la cual establece un solo método,
basado en determinar el porcentaje de reduccion de un niumero determinado de
microorganismos, cuando se ponen en contacto con el antimicrobiano, bajo
condiciones de prueba especificas e indica que para que productos puedan ser
denominados bactericidas deben inhibir en un 99,99% el crecimiento de células
viables.

5.4.1 Preparacion de los medios de cultivo

Agar nutritivo

Agar para metodos estandar
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Caldo neutralizante

Solucion amortiguadora de fosfatos

Se prepararon y esterilizaron los medios de cultivo de acuerdo a las instrucciones
marcadas por el fabricante en la etiqueta del producto. Para el caso del medio de
cultivo agar para método estandar con neutralizante, antes de esterilizar, se
adicion6 a un litro del medio de cultivo agar para método estandar, 25 mL de la

solucion neutralizante concentrada.

5.4.2 Preparacion de la suspensiéon de los microorganismos de prueba

Se efectuaron dos resiembras de cada uno de los microorganismos de prueba y
se incubaron de 20 h a 24 h a una temperatura de 35°C a 37°C.

A partir de estos cultivos, se resembraron cada uno de los microorganismos de
prueba, en tubos de 22 mm x 175 mm que contenian cada uno 12 mL de agar

nutritivo inclinado y se incubaron en las condiciones sefialadas.

5.4.3 Determinacién de la cuenta viable inicial

En un matraz Erlenmeyer que contenia 99 mL de solucibn amortiguadora de
fosfatos diluida estéril, se transfirio6 1 mL de la suspension de los microorganismos
de prueba y se efectuaron las diluciones decimales necesarias para obtener
placas que contuvieran cada una entre 25y 250 UFC.

Se colocé en cajas de petri estériles, por duplicadol mL de cada dilucion, y se
agregd a cada placa de 15 mL a 18 mL de agar para métodos estandar, se
homogeneizo y dejo solidificar invirtiendo las cajas de petri y se incub6 durante 48
h a 30°C - 35°C. Se contaron el nuimero UFC en cada una de las cajas, con un

cuenta colonias.
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5.4.4 Determinacion de las células sobrevivientes

Se partioé de una dilucidn en agua de los extractos (solucion stock) de 10,000 ppm
y se transfirieron a matraces Erlenmeyer hasta concentraciones de 500, 1,000, y
2,000 ppm.

Los matraces se agitaron y se suspendio la agitacion justamente antes de la
inoculacién, para que en el momento de la misma, aun existiera movimiento
residual del liquido y asi facilitar la incorporacién del inéculo. Se inoculé en forma
individual cada matraz con cada uno de los microorganismos de prueba en el
centro de la superficie del liquido, evitando tocar con la pipeta, el cuello o las

paredes del matraz.

Se agité el matraz con la muestra inoculada midiendo tiempo de contacto de 30s,
2 min y 5 min después de la inoculacién, se transfiri6 1 mL de la misma, a un tubo
de ensayo conteniendo 9 mL de la solucién neutralizante diluida o del caldo
neutralizante, se mezclé y transfiri6 por duplicado alicuotas de 10 mL a cajas de
petri estériles, se agregd a cada placa de 15 mL a 18 mL del medio agar para
métodos estandar con neutralizante, se homogeneizé y una vez solidificadas se
invirtieron las placas y se dejaron incubar durante 48 h entre 35°C a 37°C.

Después del periodo de incubacién, se contaron el nimero de UFC en las placas.

5.4.5 Determinacién % de inhibicién del crecimiento bacteriano

Se promediaron los resultados de las placas de la cuenta viable inicial y de las
células sobrevivientes y se calculé el % de inhibicibn mediante la siguiente

formula;

o S x 100
% inhibicion = v * 100
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Dénde:
S = Células sobrevivientes UFC / mL.

C.V.= Cuenta viable inicial.

5.5 Cuantificacion de compuestos fendlicos

5.5.1 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determindé usando el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateu (Singleton et al.,, 1999). Este método se
basa en la oxidacion de los compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-
Ciocalteu, el cual esta formado por una mezcla de acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico que se reduce por accion de los fenoles, en una mezcla de éxidos
azules de tungsteno y de molibdeno. La coloracion azul producida absorbe a una
longitud de onda de 760 nm. Para la cuantificacién de fenoles totales, se tomo una
alicuota (40 ml) del sobrenadante obtenido de la extraccion y se llevdé a un
volumen total de 500 ml, posteriormente se mezcla con 250 ml del reactivo de
Folin-Ciocalteu (1N) y después se adicionaron 1250 ml de Na2CO3 (20 %) y se
dej6é reposar en la obscuridad por 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, se midid la absorbancia a 760 nm en un espectrofotbmetro
(Thermo,Multiskan Ascent). La cuantificacion se realiz6 interpolando los
resultados en una curva estandar de acido galico (0 a 20 ug). Los resultados se
expresan como mg equivalentes de acido gélico (AG) por gramo de muestra (mg
Eq AG/g de flor de colorin).

5.5.2 Cuantificacién de taninos condensados

La cuantificacion de taninos condensados se realizd siguiendo el procedimiento
descrito por Feregrino-Pérez et al. (2008) modificando para su uso en microplaca
de 96 pozos. Al sobrenadante obtenido de la extraccion (50 pL) se le agregaron
200 pL de la solucion de vainillina al 0.5 % recién preparada (vainillina 1 % en
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metanol y HCI 8% en metanol en una relaciénl:1). Posteriormente se prepard un
blanco al cual se le adicionaron 50 yL de metanol y 200 uL de HCI al 4 %. Para
cuantificar los taninos condensados se midi6é la absorbancia a 492 nm en un
espectrofotometro (Thermo,Multiskan Ascent) utilizando una curva estandar de
(+)catequina y los resultados obtenidos se expresaron como mg equivalentes de
(+)catequina/g flor de colorin.

5.5.3 Cuantificacién de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales se realizé lo descrito por Oomah et
al. (2005). La determinacion se realizé con 50 pl del extracto metandlico y acuoso
de la muestra donde se adicionaron 180 yL de agua destilada o metanol y 20 pL
de solucién 2- aminoetildifenilborato al 1%. Se midié absorbancia en equipo
espectrofotométrico visible (Thermo,Multiskan Ascent) con filtros de 404 nm y se
interpolaron los resultados con la curva estandar a diferentes concentraciones

(0-50 mg/mL) expresandolos como mg equivalentes de rutina/ g flor de colorin.

5.6 Determinacién de actividad antioxidante

La capacidad antioxidante, est4 determinada por interacciones entre diferentes
compuestos con diferentes mecanismos de accion. Por esto mismo, la
determinacién de la capacidad antioxidante de extractos complejos se lleva acabo
usualmente por diferentes métodos complementarios, que evallen diversos
mecanismos de accion (Floegel et al.,, 2011). Algunos de los métodos mas
utilizados, por su simplicidad y reproducibilidad son: DPPH (deplecion del oxido
2,2-difenil-1-picrilhydrazil) y ABTS (deplecion del 2, 2’-Azinobis-3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfonico) (Bakirel et al., 2008; Sasikumar et al., 2012).

En interaccion con los radicales ABTS" y DPPH, los antioxidantes transfieren

electrones o atomos de hidrogeno a dicho radical y asi neutralizan su caracter de
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radical libre (Montoya et al., 2004; Naik et al., 2008) y lo convierten en un producto
incoloro. Los secuestradores de radicales son inhibidores de radicales libres y
antioxidantes primarios (Rao et al., 2007).

El DPPH es un radical libre estable soluble en metanol que es neutralizado
mediante un mecanismo de transferencia de hidrogeno, principalmente; por otra
parte, el ABTS" es generado tras una reaccion que puede ser quimica (persulfato
potasio), enzimatica (peroxidasa, mioglobina) o eletroquimica donde su
mecanismo de neutralizacion es principalmente por transferencia de electrones
(Apak et al., 2007; Floegel et al., 2011). En el método ABTS, también conocido en
la literatura cientifica como el método TEAC (Capacidad antioxidante en
equivalentes de Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid), por sus siglas en inglés) se puede medir la actividad de compuestos
hidrofilicos y lipofilicos; en cambio, el DPPH solo puede disolverse en medio
organico por lo que mide preferentemente la capacidad antioxidante de
compuestos poco polares. Otra diferencia entre ambos métodos es que el radical
ABTS" tiene la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a
414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico mientras que el DPPH presenta un

pico de absorbancia a 515 nm (Apak et al., 2007).

5.6.1 DPPH

Se siguié el método original de Brand-Williams et al. (1995) modificado por
Fukumoto y Mazza (2000) adaptado para su uso en microplaca. Se preparé el
reactivo DDPH (difenil-picril-hidrazilo) en matraz de 25 ml aforando con metanol y
se agregd al sobrenadante resultante de la extraccion. Se midi6 absorbancia
espectrofotometro (Thermo, Multiskan Ascent) a 532 nm cada 10 minutos durante
90 minutos. La placa se mantuvo cubierta y en la oscuridad a temperatura
ambiente entre lecturas. Se utilizd una curva estandar utilizando Trolox en

concentraciones de 0.05 -0.8 mM.
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Célculo de la Actividad Antioxidante

La actividad antirradical (ARA) se calculé como porcentaje de decoloracion de
DPPH, usando la siguiente ecuacion:

ARA= 100 X (1-Amuestra / Acontrot)

Donde ARA= Actividad antirradical, Anuestra = Absorbancia de la muestra a 532nm

Y Acontrol = Absorbancia del control (ausencia de antioxidante).

La capacidad antioxidante de equivalentes de Trolox (TEAC) fue calculada

utilizando la siguiente ecuacion:
TEAChuestra = Amuestra/ (M*[Muestral)

Donde Anuestra= Absorbancia de la muestra a 532 nm; m, = Pendiente de la curva

de calibracion [muestra] = Concentracién de cada muestra.

5.6.2 ABTS"

El método fue desarrollado usando el 2,2-azinobis (3-etil-benzotiazolin,6-acido
sulfénico) (ABTS) ensayo descrito por Nenadis et al. (2004) modificado para su
uso en microplaca. Se adicion6 persulfato de potasio con una concentracién de
140mM, el cual se resguard6 de la luz por 12 h para generar el radical. Se
monitored absorbancia con el Lector Elisa a una longitud de onda de 734nm, en
un rango de 0.7 y 1.0. Se agregaron 19.20 mg de reactivo y se afor6 a 5 mL con
agua destilada, posteriormente se agregaron 88 pL de persulfato de sodio para la
formacion del radical ABTS. Se prepararon las muestras en microplaca de 96
pozos con las concentraciones del extracto y ABTS®, como control se utilizo
metanol y ABTS® y como blanco la muestra y metanol. La medicién de las
absorbancia se llevo a cabo a 734nm por un lapso de 0-90 minutos en un Lector
ELISA. Se utiliz6 una curva estandar utilizando Trolox en concentraciones de 50 a

800 uM. Los resultados se expresan en uM de Trolox/ g flor de colorin.
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El porcentaje de inhibicién se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

o A inicial — A final
% inhibicion = A Tnicial * 100

Donde A inicia= Absorbancia inicial, A fna = Absorbancia final

5.7 Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado con dos replicas cada uno. Se
utilizé el programa estadistico GraphPad Prism 6.0. Los resultados obtenidos se
expresan como la Media + Error Estandar (E.E.). Se utilizd andlisis de varianza
con un nivel de confianza del 95%, las diferencias de las medias entre los métodos

se determinaron con la prueba de Tuckey.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacién de actividad antimicrobiana en extractos de flor de colorin

(Erythrina americana Miller)

La actividad antimicrobiana reportada como % de inhibicién en el crecimiento de
los microorganismos se muestra en las figuras 5 (Escherichia coli), 6 (Salmonella
typhimurium), 7 (Streptococcus mutans), 8 (Staphylococcus aureus), 9
(Streptococcus pneumoniae), 10 (Micrococcus luteus) y 11 (Listeria
monocytogenes), donde se observa una diferencia significativa al aumentar la
concentracion de los extractos (EMP, EAP, EMPi y EMC) hasta 10, 000 ppm.

Los extractos de flor de colorin resultaron con un mejor efecto inhibitorio sobre
bacterias Gram positivas (Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus y Listeria monocytogenes), esto
concuerda con lo reportado por Lagu et al., (2012) quienes reportan que en
Erythrina abyssinica el diametro de zona de inhibicion mostré que las bacterias
Gram positivas son mas susceptibles en comparacion con bacterias Gram
negativas, se observé un mayor actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus y no se observé ninguna actividad frente a especies de Salmonella y
Escherichia coli, el factor de atribucién para la actividad antibacteriana de los
extractos crudos podria ser debido a presencia de componentes bioactivos en los
extractos sobre todo a la presencia de flavanonas abyssinian |, I, Ill. Chacha et
al., (2004) reportaron que Erythrina latissima otra especie de Erythrina tienen dos
isoflavonas y una flavanona (erylatissin A, B, C), ademas de 10 conocidos
flavonoides que exhiben actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis y un efecto nulo sobre Escherichia coli.

Una de las explicaciones del por qué las bacterias Gram negativas son mas
resistentes a los extractos vegetales lo proponen lkigai et al., (1993) quienes

llevaron a cabo investigaciones sobre galato de epigalocatequina, una catequina
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fuertemente antibacteriana encontrada en el té verde, las catequinas son un grupo
de flavonoides que parecen tener una mayor actividad contra bacterias Gram
positivas que las bacterias Gram negativas. En este estudio, los liposomas se
utilizaron como membranas bacterianas modelo y se demostré que el galato de
epigalocatequina inducia la fuga de moléculas pequefias desde el espacio
intraliposémico. Por consiguiente, el grupo concluyé que las catequinas actdan y
dafian principalmente las membranas bacterianas, dos teorias fueron presentadas,
en primer lugar, las catequinas pueden perturbar las bicapas lipidicas penetrando
directamente e interrumpir la funcion de barrera. Alternativamente, las catequinas
pueden causar la fusion de membrana, un proceso que resulta en la fuga de
materiales intramembranosas. Curiosamente, el grupo también demostré que la
fuga inducida por galato de epigalocatequina fue significativamente menor cuando
se prepararon membranas de los liposomas que contienen lipidos cargados
negativamente. Por ello, se sugirié que la baja susceptibilidad de las bacterias
Gram negativas puede ser al menos parcialmente atribuible a la presencia de
lipopolisacaridos que actia como una barrera. Murray, (2009) también hace
mencidn que a causa de la capa de lipopolisacaridos situada en la parte externa
de la pared celular de las Gram negativas, antibiéticos como Penicilina no son
capaces de destruirlas, mientras que para las bacterias Gram positivas la
Penicilina es capaz de destruirlas ya que bloquea la formacion de enlaces
peptidicos entre las diferentes cadenas del peptidoglucano. Los extractos de flor
de colorin poseen cantidades significativas de catequinas (25.58 + 0.38, 5.56 +
0.29, 9.23 + 0.24, 20.21 + 0.25 mg Eq. (+) catequina/g muestra). Por lo tanto,
significaria que estos compuestos bioactivos pudieran estar involucrados en el
mejor efecto sobre las bacterias Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus y Listeria monocytogenes. Sin
embargo considerando la gran variedad de compuestos quimicos presentes en los
extractos (crudos), los componentes de menor proporcion tienen un papel critico
en la actividad antimicrobiana, posiblemente debido a un efecto sinérgico o
antagonico entre ellos de forma que es complejo determinar que el extracto crudo

tiene una mayor o menor actividad que la mezcla de sus compuestos activos que
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se encuentran en mayor proporcion. Por lo anterior es muy probable que su
observar un mejor efecto inhibitorio de las bacterias Gram positivas por los
extractos de flor de colorin no sea atribuible a un mecanismo especifico, sino a la

accion combinada de varios de ellos sobre distintas localizaciones de la célula.

Olusola et al.,, (2012) utilizaron extractos etandlicos de Erythrina caffra en
concentraciones superiores de 2500 pg/mL (la cual es una concentracion mayor
a las probadas en este trabajo) y reportan un efecto nulo sobre bacterias Gram
positivas como Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus pumilus. Asi también Barneche et al., (2010) reportan para la
especie Eritrina crista-galli, la flor de espiga (Acalypha gracilis), Albahaca,
(Ocimum selloi), Mimosa uraguensis en extractos hidroalcohdlicos y acetonicos no
poseen ningun efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis,
Por lo que, los extractos de flor de colorin (Erythrina americana Miller) poseen
mejor efecto inhibitorio a una menor concentracién en bacterias Gram positivas

que otros extractos de plantas incluidos extractos del género Erythrina.

Las posibles discrepancias que se presentan en los resultados de los andlisis de la
susceptibilidad bacteriana a los extractos de flor de colorin (Erythrina americana
Miller) podrian ser consecuencia en primer lugar, del mecanismo de accion en el
tipo de microorganismo, la constitucion de la estructura de la pared celular y del
arreglo de la membrana celular. En segundo lugar, haciendo referencia a los
extractos, los factores que influyen pueden ser la fuente botanica, la procedencia
de la planta, la etapa de desarrollo, época de cosecha, la técnica de extraccion, el
tratamiento de la planta (seca, fresca) y por ultimo la metodologia utilizada en las
pruebas de susceptibilidad bacteriana (Vuorelaa y Leinonen et al., 2004). Por lo
anterior los resultados de estos estudios no pueden generalizar a todas las

bacterias y a otras especies vegetales.
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Escherichia coli
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1,000 ppm

2,000 ppm 17.29 + 0.09° 9.47 +0.09% 3.58 +0.16" 9.55 +0.204%

+ a + a + a + a
ElO,OOO ppm 19.13 +0.18 9.72 +0.23 4.80+0.21 9.73+0.24 100

Figura 5. % de inhibicion de Escherichia coli por efecto de los extractos de flor de
colorin (Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP: extracto
acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de pistilo, EMC: extracto metandlico de caliz.

Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes * EE.
Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).
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Salmonella typhimurium
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Figura 6. % de inhibicion de Salmonella typhimurium por efecto de los extractos
de flor de colorin (Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP:
extracto acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de pistilo, EMC: extracto metandlico de céliz.
Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes + EE.

Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).
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Streptococcus mutans
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10,000 ppm

Figura 7. % de inhibicién Streptococcus mutans por efecto de los extractos de flor

de colorin (Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP: extracto
acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de pistilo, EMC: extracto metandlico de caliz.

Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes + EE.

Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).
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Staphylococcus aureus
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Figura 8. % de inhibicion de Staphylococcus aureus por efecto de los extractos de

flor de colorin (Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP:
extracto acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de pétalo, EMC: extracto metandlico de céliz.
Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes + EE.

Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).
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Streptococcus pneumoniae
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Figura 9. % inhibiciéon Streptococcus pneumoniae por efecto de los extractos de

flor de colorin (Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP:
extracto acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de pétalo, EMC: extracto metandlico de céliz.
Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes + EE.

Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).

52



Micrococcus luteus
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Figura 10. % de inhibicion de Micrococcus luteus por efecto de los extractos de

flor de colorin (Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP:
extracto acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de pétalo, EMC: extracto metandlico de céliz.
Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes + EE.

Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).
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Listeria monocytogenes
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Figura 11. % de inhibicién de Listeria monocytogenes por efecto de los extractos
de flor de colorin (Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP:
extracto acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de pétalo, EMC: extracto metandlico de céliz.
Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes + EE.
Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).
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6.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos en extractos de flor de colorin

Erythrina americana Miller

Se cuantificaron fenoles totales (133.65 £ 1.51, 71.99 £ 0.85, 98.04 £ 0.60, 104.42
+ 3.35 mg Eq. AG/g muestra), taninos condensados (25.58 = 0.38, 5.56 = 0.29,
9.23 £ 0.24, 20.21 + 0.25 mg Eq. (+) catequina/g muestra) y flavonoides totales
(26.64 = 0.24, 7.48 = 0.14, 7.44 + 0.02, 17.82 = 0.30 mg EqQ. Rutina/g muestra)
valores para EMP, EAP, EMPi y EMC respectivamente. En la figura 12 se muestra
la diferencia de compuestos fendlicos presentes en todos los extractos,
observandose hasta 10 veces mayor contenido de Fenoles Totales que Taninos

condensados y Flavonoides Totales.

Compuestos Fenolicos

150 A EMP
EAP
EMPI

100 A EMC

504

mg Eq AG, (+) catequina, Rutina/g muestra

Fenoles Totales Taninos Condensados Flavonoides Totales
EMP 133.65+ 1.51° 25.58 + 0.38° 26.64 + 0.24°
EAP 71.99 + 0.85% 5.56 + 0.29° 7.48 +0.14°
EMPi 98.04 + 0.60% 9.23 +0.24° 7.44 + 0.02°
EMC 104.42 + 3.352 20.21 + 0.25° 17.82 + 0.30°

Figura 12. Contenido de compuestos fendlicos en extractos de flor de colorin

(Erythrina americana Miller). EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP: extracto acuoso de
pétalo, EMPi: extracto metandlico de pistilo, EMC: extracto metandlico de céliz.
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Los resultados se expresan en FT (Fenoles Totales): mg Eq. Acido Galico/g muestra, TC (Taninos
condensados): mg Eg. (+) catequina/g muestra, Flav (Flavonoides Totales): mg Eq. Rutina/g
muestra e indican la media de tres experimentos independientes + EE.

Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).

Mediante la utilizaciéon de UltraPerformance Convergence
Chromatography ™ (UPC?™) (Fig. 13) se pueden observar la presencia de
compuestos como licopeno, betacaroteno, luteina y por la longitud de onda a la
cual se corrio la muestra (430 nm) supone (debido a la falta de estandares) la
presencia en cantidades importantes de compuestos de naturaleza fendlica. Los
compuestos carotenoides encontrados (Licopeno y Betacaroteno) pudieran estar
involucrados en el efecto antimicrobiano encontrado para bacterias Gram
positivas. Boiero et al., (2008) demostraron que los carotenoides presenta mayor
actividad frente a Micrococcus luteus y Bacillus subtilis que ante otras bacterias

Gram negativas como Pseudomona aeruginosa.
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Figura 13. Cromatograma de compuestos presentes en extracto de flor de colorin

(Erythrina americana Miller).
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Importante destacar que en las partes externas de la flor como pétalos y el caliz se
obtuvieron hasta tres veces mas compuestos fendlicos, esto debido a que los
compuestos fendlicos se ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las
plantas, apareciendo solo rastros de ellos en las partes internas de la planta y por
encima de la superficie del suelo (Martinez-Fl6rez, 2002) ya que desempefian un
papel importante en la biologia vegetal; responden a la luz y controlan los niveles
de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion de las plantas.
También se incluye su papel de defensa ante la presencia de patogenos, y
confieren coloracion, lo que puede contribuir a los fendmenos de polinizacion
(Mercado-Mercado, 2013).

Los compuestos fendlicos y flavonoides son de naturaleza polar. La polaridad v,
consecuentemente, la solubilidad de los compuestos fendlicos en disolventes
polares, aumenta con la disminucion de la longitud de la cadena hidrocarbonada,
la presencia de grupos funcionales polares y la capacidad de formacién de
puentes de hidrégeno con el disolvente. En base a los analisis realizados con
extracto metanolico y acuoso de pétalo se pudo observar que la mayor cantidad
de compuestos se obtuvo usando como disolvente metanol razon por la cual se
optod por la utilizacion de pistilo y caliz en extracto metandlico logrando una mayor
cuantificacion de compuestos en estos extractos. Sin embargo dada las
condiciones de consumo de los pétalos en la poblacién, el extracto acuoso de
pétalo es considerado en los analisis posteriores.

Estudios indican la presencia de compuestos fendlicos en especies pertenecientes
al género Erythrina o bien en la misma especie, pero en diferente parte de la
planta como lo mencionado por Sotelo et al. (2003) quienes reportan la cantidad
de taninos de 0,14 + 0,001 g/100g de semillas de Erythrina americana Miller,
cantidad menor de taninos a la reportada por este estudio en otras partes de la flor
(25.58 + 0.38, 9.23 *+ 0.24, 20.21 + 0.25 mg Eg/g de pétalo, pistilo y caliz,
respectivamente). Bunalema et al. (2011) reportan estudios cualitativos para

determinar la presencia de compuestos fendlicos en extracto metandlico de
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Erythrina abbyssinica. La presencia de taninos se indicé por la formacion de una
coloracion azul-negro utilizando el extracto seco y llevandolo a ebullicién con agua
y afiadiendo gotas de solucién cloruro de hierro 11l (FeCI3) 0,1M. La presencia de
fenoles se indico por la formacion de una solucién azulada profunda afiadiendo
Cloruro de hierro Ill. Se encontr6 también la presencia de flavonas indicado por
una coloracion amarilla cuando se afade soluciéon de amonio a una porcion del
extracto seguido por la (5 ml) se afiadio a una porcion del extracto seguido por la

adicion de acido sulfurico.

Los pétalos de flor de colorin presentan mayor cantidad de flavonoides (26.64 +
0.24mg Eg. Rutina/g muestra) y taninos (25.58 + 0.38 mg Eq. (+) catequina/g
muestra) que los reportados para otras flores como la flor de achiote 1.96-3.42
Eq.Rutina/100 g y 1.25 mg Eg. Catequina/100 g (Mercado-Mercado, 2011),
azafran 2.9-5.8 mg Eq. Catequina/100 g (Karimi et al., 2010), flor de cempasuchil
186.2 mg Eg. Rutina/100 g y 52.6 mg Eq. Catequina/100 g (Soon-Park, 1998;
Cetkovic et al., 2004), considerando asi una importante fuente de compuestos

fendlicos sobre otras ya descritas.

Los resultados de compuestos fendlicos obtenidos para pétalo, pistilo y céliz
mostrados en este trabajo son los primeros reportados en flores de Erythrina

americana Miller de los cuales hasta este momento se tiene conocimiento.

6.3 Determinacién de actividad antioxidante en extractos de flor de colorin
(Erythrina americana Miller)

La actividad antioxidante en EMP, EMPi, EMC se evalu6 por dos métodos
utilizando los radicales ABTS" y DPPH, estos se encuentran entre los métodos
mMAas comunes para analizar la actividad antioxidante in vitro. Se recomienda al
menos dos métodos para determinar la actividad antioxidante y proporcionar
informacion completa sobre el material en estudio, teniendo en cuenta los pros y

los contras de cada ensayo (Pérez-Jiménez et al., 2008)
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Los resultados muestran una estrecha relacién con el contenido de compuestos
fendlicos en los diferentes extractos (Cuadro 1), siendo los extractos con mayor
contenido de compuestos fendlicos (pétalo y caliz) los que presentan mayor
actividad antioxidante. 83.71 + 1.25, 76.67 + 1.345 % de inhibicion de ABTS" y
67.08 £ 0.05, 61.28 + 0.67 % de reduccion del radical DPPH (pétalo y céliz
respectivamente). Salazar-Aranda, (2009), considera que una reduccion de mas
del 60% DPPH es una buena actividad antioxidante en productos herbolarios, por
lo que los extractos de pétalo y caliz poseen un buen efecto antioxidante. La
actividad antioxidante medida en mM Eqg Trolox / g muestra, se expresé de

manera similar por los dos métodos de cuantificacion.

Ibarra et al., (2011) describieron la actividad antioxidante de fracciones alcaloideas
de semillas de Erythrina americana Miller capaces de inhibir en 44-56% el radical
DPPH. Chacha et al., (2005) reportaron en Erythrina latissima las propiedades
antioxidantes de flavonoides extraidos de esta especie, los mejores compuestos
con potencial antioxidante fueron un pterocarpano (135 pg/mL) una chalcona (160

pg/mL) y una flavanona (360 pg/mL).

Los pétalos y céliz de flor de colorin (Erythrina americana Miller) tienen mejor
efecto antioxidante que otras flores como manzanilla (Matricaria recutita) (61.1 +
14.5 % de inhibicion de DPPH) (Salazar-Aranda, 2009), flor de achiote (80 y
14.91-16 % de inhibicibn de ABTS y DPPH respectivamente) (Sasikumar, 2012),
azafran (15.69 % de inhibicién de DPPH) (Gallo et al., 2010) y flor de cempasuchil
(38 % de inhibicion de DPPH) (Soon-Park, 1998) y otras plantas como Tilia
occidentalis (65.4 £ 6.9 % de inhibicion de DPPH), Salvia officinalis (61.1 + 2.2 %
de inhibicion de DPPH) (Salazar-Aranda, 2009), Chaya (24% de inhibicién de
ABTS) (Loarca-Pifia, 2010), Chia (2.43-66.26 % de inhibicion de ABTS y 4.72-
47.58 % de inhibicion de DPPH) (Poungoué-Kaatou , 2006), todas ellas utilizadas

en la herbolaria mexicana.

59



Esta actividad inhibidora de la formacién de radicales se puede atribuir a la
presencia de compuestos fendlicos en el extracto los cuales pueden unirse a los
polimeros bioldgicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN;
quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe®", Cu®**, Zn?', catalizar el

transporte de electrones, y depurar radicales libres (LOpez- Martinez et al. 2011).

La mayoria de los métodos in vitro han demostrado que los polifenoles son
efectivos como antioxidantes, sin embargo los estudios in vivo arrojan resultados
no concluyentes. Existe mucha controversia acerca del mecanismo de accion de
estos antioxidantes, debido a que se ha encontrado que se absorben en pequefia
cantidad, y que, durante este proceso de absorcion, sufren transformaciones
estructurales por diversas rutas metabdlicas tales como sulfonaciones vy
glucuronaciones, que pueden afectar su capacidad antiradical. Por ello se ha
propuesto que, ademas de su capacidad antioxidante los compuestos polifendlicos
deben poseer otros mecanismos de accion que expliqguen sus diversos efectos
benéficos. Algunos de estos mecanismos complementarios incluyen regulacion de
la expresion de determinados genes, regulacion de la inflamacién, etc. (Gallo et
al., 2010; Mercado-Mercado, 2013).

Cuadro 1. Actividad antioxidante en extractos de flor de colorin (Erythrina

americana Miller).

ABTS* DPPH
% Inhibicién TEAC* *(ARA%) *TEAC
EMP 83.71 + 1.25° 81.38 + 4.78% 67.08 + 0.05*  103.78 + 1.24%
EAP 27.507 + 0.99° 25.88 + 1.11° 13.06 + 1.64°  21.91 + 0.39°
EMP; 47.66 + 0.62° 44.44 + 1.03° 43.3 +0.5° 53.64 + 0.64°
EMC 76.67 +1.34° 74.03 + 1.66" 54.28 +0.59°  61.28 £ 0.67°

EMP: extracto metandlico de pétalo, EAP: extracto acuoso de pétalo, EMPi: extracto metandlico de
pistilo, EMC: extracto metandlico de caliz. *ARA: Actividad antiradical. *TEAC: Capacidad
antioxidante expresada en mM Eq Trolox / g muestra.

Los resultados muestran la media de tres experimentos independientes + EE.

Las diferentes letras en cada columna indican diferencia significativa (Tukey test, a = 0.05).
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7. CONCLUSIONES

1. Los extractos Erythrina americana Miller poseen un efecto inhibitorio bajo
sobre Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus y
Listeria monocytogenes dada su naturaleza de extracto crudo. Sin embargo
los resultados indican que los extractos de Erythrina americana Miller tienen
un mejor efecto inhibitorio sobre bacterias Gram positivas que puede ser
atribuido a las diferencias estructurales que posee en relacion a las

bacterias Gram negativas.

2. Las partes externas de la flor de colorin (Erythrina americana Miller) poseen
mayor cantidad de compuestos fendlicos, sin embargo la presencia de
estos no determina completamente el efecto antimicrobiano debido a la

naturaleza del extracto.

3. La alta actividad antioxidante determinada en los extractos puede esta
estrechamente ligada a la cantidad de compuestos fendélicos presentes en

las diferentes partes vegetales.
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En la elaboracion o2 la presenie Nomma mexicana pariciparon Ias siguienies empresas @
Instuckonas:

- CAMARA MACIONAL DE LA INDUSTRIA DE TRANSFORMACION

- CAMARA MACIONAL DE LA INDUSTRIA FARMACEUTICA
Secclon PAPS.

- COMITE TECHICO DE NORMALIZACION MACIOMAL DE INSUMOS PARA LA
SALLID

- INSTITUTC DE SEGURIDAD ¥ SERVICICS SCCIALES DE LOS TRABAJADDORES
DEL ESTADD

Departamento de Controd de Calldad.

- INSTITUTO MEXICAND DEL SEGURD SOCLAL
Unidad g Conbol Técnleo de Inswmnos.- Area de Materiales Diversos.

- INSTITUTO POLITECHICT NACKIMAL
Escueia Macional de Clenclas Biokgicas - Departamento de Farmadda.

- PROCURADURIA FEDERAL DEL CONSUMIDOR

- SECRETARIA DE SALUD
Drecckin General de Insumos para la Salud- Subdireccion de Fammacopea,
Farmacovigllancia y Normas.
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MMX-BB-040-5CF1-1999

SECRETARIA CE
CORERCKD ¥
FOMENTD IKCUSTRLAL

=M

METODOS GEMERALES DE AMALISIS - DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIAMA EN PRODUCTOS

GERMICIDAS

GENERAL METHODS FOR AMNALYSIS - ANTIMICROBIAL
ACTIVITY DETERMINATION TO GERMICIDAL
PRODUCTS

1 OBJETIVO ¥ CAMPO DE APLICACION

1.1 Objetvo

Esfa nomna mexdcana esiablece el méodo de pruesba pam detemminar @ actividad
antimicrodlana.

12 Campo de aplicacion

Es5la norma mexicana 26 zq:-l-::able 3 los [H'BﬂLE:tIlE- gE-I'I'ﬂlBHE-E, EEI'HFI'E ¥ cuando 3 norma
especifica del producio asi o Indique.

2 REFEREMCIAS

Para la comecta aplicaclon de |3 presente norma 82 §Sbe consuliar 13 slguienie nomma
aficial mexlcana y nmas mexicanas vigentes o [3s que 135 susiiuyan:

HOM-O52-3581-15394 Bienes ¥ seniclos, méodo para a3 cuenia de bacieras asmbias
en placa, publicada en el Diaro Oficlal oe 3 Federackin el 12 de

diclemiore de 1955,
WkX-Z-012M1-1987 Mussined para la Inspecclon por anbwios - Pare 1 Informacion

general y aplicaciones. Declaratoria de vigencia publicada en el
Diario OMiclal ée 13 Federacion & 28 de oclubre de 15467,
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FOMENTD IKDUSTRISL
=M

HMX-Z-01 272-1987

W X-Z-01 2751987

3

HME-BB8-040-5CFI-1953
2

Mussineo para la Inspaccion por atributos - Pane 2: Métodos de
mussineo, tablas y graficas. Declaratora de vigencla publicada

en el Diarip Oficlal de 1a Federacion el 2B de oclulbre de 1957

Muesireo para la Inspecciin por atibuios - Parte 3: Regla de
caleulo para determinacien de planss g2 muestreo. Declaratona
e vigencia publicada en el Dlaho Oficlal de 3 Federackn al 31
2 |ullp @ 19E7.

DEFINICIONES

Para los proposiios de esta nomma se establecen las sigulentes definicionas:

31

Acividad antimicroblana

Propledad gue tlene una substancia @e Inhibir o matar a ios micnaonganismos.

3.2

Gemicidas

Producios quimicos que destruyen una amplla gama de microonganismos sobre superiicies

o tejidos.

3.3

UFC

Unidad formadora de colonla, presuponiendo que cada céiula da legar al desamolin de una

colonia

4

SIMBOLOS ¥ ABREVIATURAS

Para los proposiios de esia noema s estabiecen los sigulentes simbolos y abreviaturas:

A®ZE

miL

malanidad de una soluclon;
nomalidad de una Solwdan;

grados aosolios o grados Kelvin;
grados centigrados o grados Celclus;

milllFos;
it
o

QEIIMOs;
concentracien de lones hidrageno;

milimetros;
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HMX-S8-040-5CFI-1953

39
SECRETARIA CE
COAERT D T
FOMERTLD INCRIS TR AL
DGN
n horas;
% por clento;
5 celulas sobrevivianies.,
CV cuenta viabde Iniclal;
UFC/ML  unidages foMmacoras o8 colonias por misitro;
ATCC colecciin de cultivos tipo amencanos (Amencan Type Culiure Collecton), y
MGA método general de analsls de la Farmacopea de s Estados Unkdos Mexicanos.
5 MUESTRED
5.1 Inspeccion de recepoion

Para verficar la actividad antimicrobdana de un producio gemicida = meesireo debs
reallzarse de acuerdo a o especificado &n 138 noimas mexicanas NE-Z-012M,

WMX-Z-01 272 y NKE-Z-01273 (ver 2 Referenclas).

52 Selecoidn de |3 muesta

Para & analsk de laboraiono y retenclan e muesra, seleccionar al azar una submuwssira
represeniativa del producho a anallzar, ¢e un mismo proveedor ¥ namerns e fobe.

L2 FUNDAMENTO

Para la determinasién de |3 aciividad anfmicroblana, 58 esiablece wn 500 metodo, éste &8
basa en defiernirar e pocentae de meduccliin de um nomeEre  determminado  de

microorganismos, cuando se ponen en contacio con un gemicida, baj condiciones de
prueba especiicas.

T REACTIVOS

Lios disoiventes y reacivos deen ser grado neaciivo, 3 menos que s& Indigue o3 pureza, as|

como 2| agua empleada debe ser recientemente destllada, 3 menos Que s2 Indigue olra
pUreza.

Las soluciones volumealnicas delen prepararse de acuerdo a o Indicado en =] MEA D851

solucionas yolumeéTdicas &= la FEI'I"HH:EFI'EE de s Estados Unkdos Mexicanos ['l'E'I' i3
Apardice nomativo).
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OO RCED ¥
FOMENTGD INCUSTRSL
DM

- Agar rutrithvo:;

- AQar para método estandar;

- Agar para matodo estandar con neutralizanis ;

- Azoleciting (lecitina de soya);

- Fosfaio monooasico de potasio;

- WMeadios de cultheo;

- Madios de cultivo, reactivos, soluciones y microonganismos;
- Pollsoroaio 30;

- Solucion amortiguadora de fosfatos 0,25 M;

- Solusitn neutralizante concentrada;
- Solucion volumeétrica de acido closhidrico 1 N, ¥

- Solucion volimeétnica de hidriaddo de sodio 1 ML

71 Prepgaracitn de las soluciones

- Solcitn amortiguadora de fosfabos 0,25 M

En un matraz wolumetrico @2 1 300 mL, disoliver 3 g de fosfato monobasico de potasio en
500 mL de agua, ajstar & pH emtre 7,1 y 7.2 con la soiucion de higrdxldo de sodio, alorar
CON agua, mezclar y distrioulr en porcionas de 100 miL.

Esterllzar en auoclave a 344 K (121°C) duramiz 15 min, de@r enfriar y consenar en
refrigeracion.

- Solucion amortiguadora de fostates diulda

Colocar 1,25 mbL de la solclion amaniguadora de fosiatos 1,25 M en un maiEz swelumethicn
de 1 Ly llevar a volumen con agua, mezdar y distribulr en pondiones de 9 mLy 95 mL, en
fubos y matraces, respectvamente, estediizar en  autociave a 394 K (121" C) durante
15 miln.

- Solucion neulrallzante concenirada

Mezclar 40 g de azpdeciiing, con 260 ml de pollsorbaio 30 mL vy 1,25 mlL de la solucion
AMNIQUSEoTE o2 fosfalos, diur con agua hasta obterer un wolumen final de un 1 L; ajusiar

2| pH a 7.2 con @ solucion volumérca e hidmaido de sadio 0 |3 splusian volumeTica de
Acito diormidrico, disirfioulr en porciones de 100 mL. Esterllzar en autosdave 3 354 K (121°C)

duranie 20 min.
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- Solucion neulrallzante diukda

Mezolar 100 mL de la spluckdn neutralizante concenrada con 25 ml de 13 soluchin
amoriiguadiora de fosfabes 0,25 M, adiclonar 1 675 mL de agua, mezslar y disirbur en

F]*:I'Dl'l:ﬂEE de 9 ml 2n ubos con rosca de 20 mm X 150 mm. Esteriizar en autoclave 3 394 K
{121°C) durante 20 min.

72 Preparackin de os medios de cuitivo
F'I'EFIH ¥ asterlizar los mados de culllvd de acuerdo a las Instnicciones mancadas par gl
fabricanie en la efiqueta del producto. Para & caso del medio de culivo 3gar para matodo

estandar con neuralzanie, antes de esterillzar, adicionar 3 un liiro de| medio de culvo agar
para metodo estandar, 25 mL &2 la splucken neyiralzanie concenrada.

721 Caldo neuirallzanta

Mezzlar los componentes gue s Indlcan en 3 fabla 1, calentar hasia disoluclon, ajustar &
pH a 7.2, disrbulr y esterlzar en & auindave a 394 K (121°C) duranie 15 min.

TABLA 1.- Componentas del caldo naufrallzants

Tripiona 50q
Exiracio de levagura 25q
Dexirosa 10,0 g
Tioglicoiatn de sodlo 104g
Tioswrato de 500 6040
Blsullito de sodio 25g
Bollsormain o0 500
Lediinag de soya 7,00
PIMpUra g bromocresol 0,02 g
Agua destilada 1L
7.3 Microorganismas de prusba
staphylococcus sureus  ATCC 5539
Ezcherlchia coll ATCC 11229
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i} APARATONE

- Espectrofobémeto de luz visible y
- Blusual de laboratorky de micronioiogla.

HOTA- El material de widrio ulllzado debs ser widio borosllicain de bajo coeficlente de
Sypansiin termica, el que enre en contacin ¢on la muesira, debs ser estérl

| PREPARACION ¥ ACONDICIONAMIEMTO DE LA MUESTRA
9.1 Consenvackin de Ios micnoonganismos de prueba

Consanar las GEDas de mk:lmgmh-rnﬂa resemorandolas semanalmente en tubos con
medio de cultivo Inclinado (7 ML de agar nutrtvo), 92 16 mm ¥ 125 mm, Incubados de 20 h 3
24 h a una femperatura de 308 K a 310 K (35°C a 37°C) y mantenarios posterioments en

refrigeracian.
9.2 Preparacion de |a suspension de los microorganismos de prueba

Antes de realizar a prueba, efeciiar dos resdembras de cada uno o2 10s micoorganismas
de pnueba 2 Incubar de 20 h a 24 ha una temperatura de 308 K a 310 K (35°C a 37"C).

A parir de estos cultivos, resembrar cada uno de ks mkTooganismos &e preeba, en tubos
de 22 mm ¥ 175 mm que contengan cada uno 12 mL de agar nuintivo Inciinado & Incubar en
las condiciones safialadas.

FRemowver &l crecimienio de cada tubo, con 3 mL de solucion salina, transferr el sobrenadants
3 un o de ensayn estérl y continuar diluyends con 13 misma soiuclon hasta obdener una
suspenslon que leida a una longiiud de cnda de 580 nm, dé una eciura entre 3 %y 3 % de
tranzmitandia.

Deterninar en la sespension & namer de UFC | mLE precisar el por clento de esmitanclia
de una suspenslon gue contenga de 75 a 125 X 10 7 UFRC ! mi. Lo anteror se verfica de
acuerds 3 o Indicado en @ nomia oficlal mexicana MOM-D52-55A1 [ver 2 Referencias) y
considerar esios valores para anallsks Tuhanos.

9.3 Detenminachdn &e |3 cuenta viable iniclal
A un matraz Erdenmeyer que contenga 99 mi de la soluckin amortiguadora de fostatos
dilulda estérl, transfenr 1 mL de la suspension g2 los microonganismos de prueba y efectuar

las diuciones decimales necesanas para ootener placas que contengan cada und entre 25 y
230 colonlas.
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Colocar en cajas de petrl estérles, por duplicago! mL de cada diuckin, agregar a cada placa
de 15 mL a 18 mL de agar para métodos astandar, homogenelzar y dejar soldfcar inverir
I35 cajas de peid e Incubar durante 253 h 3 303 K - 308 K (30°C - 35"C). Contar |as colonias
contenldas en cada una de las calas, en un cuenta colonias.

10 PROCEDIMIENTO
10.1 Determinachon de |35 células sobrevidenies
102 Preparacion de la muesira

5l es necesanip, sfechuar la diuckin perinente con agua para lievar = producio a la
concentraciin de wsa Indicada por el fabvicante en @ eliqueta del epvase.

10.3 Inoculacion de la mussla

Para cada uno de los microorganismos de prueba, medir exactamente y por duplcado 9% mL
del producto 0 su MlLcion, Tansterr a matraces Edenmeyer de 250 mL con Bpan e rosca
asiarles.

Agitar los matraces, suspender la agiacion, |ustamente antes de la Inoculackin, para gue en
2| momenm de 3 misma, ain exsia movimieno residual $el liquido vy asi facliiar la
INCOTporacion del Indcwo. Inocular en foma Individual cada mataz con cada uno de ok
microorganismos de prueba en & cenino de la superficle del liguido, evitando tocar con 3
plpeta, & cuelo o las paredes del matraz.

Agitar el matraz con la muestra Inoculada y exactamente 30 & después de (3 Inocuiacion,
transfedr 1 mL 42 3 misma, a un Wb d2 ensayDr conieniendo 9 mL de la solucion
neufralzante diluida o &=l cakdo neutrallzante, mezciar y Tansferir por duplicado alicuoias de
1.0 mL a cajas de petr estérles y continuar dilyendo hasta tener las diluciones necesanas
para oblener placas que contengan de 25 a 250 colonlas, agregar a cada placa de 15 mL 3
18 mL del medio agar para metodos estandar con neutralizanis, homogenalzar, permitr qus
soldifigue, Inwertir las placas e Incubar duranie 43 h entre 304 K a3 310 K (35"C a 37 C).
Después del periodo de Incubdacion, contEr & nbmenn de UFC en 135 placas.

1" EXPRESION DE RESULTADOS

11.1 Determinachin del % de reduccitn

Promedlar los resuiados de |38 platas de |3 cuenta wiable Inkdal y de 35 c&lulas
sabravivienies y cakalar el % de reguccitn medlant la siguisnie formua:
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S5 x 100
% de reduccion = 1040 -
CN.
donde:

5 gon las cajlas sobrevivientes UFCSmL, y
L. &5 la cuenta viable inlcial.

Infiormar &l porceniale de redwcsian cbtenido en 13 muesira del producho.

112 Imerpretackin e resufados
Un producie efqueeizdo como germikdida, debe iener un par clenio de reduccian de 13 cuenta

wviable de 59,958 % en 30 5 de comacio a3 la conceniracion de uso recomendada,
cuando lacuenta viable Iniclal se encuentra entre 75 y 125 X 10° UFC / miL.

12 IHFORME DE L& PRUEBA
El Informe g2 I3 prieba debe inciulr 1o skgulents:

- Referencla a esia norma;

-  Resutado de |13 prueba;
- Cualquier Inclsente que pueda Influir 2l resultado de la prueba;

-  Fecha de la prueba, y
- Momiore del anallsia.

13 APENDICE NORMATING

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, Sexia ediclén 1594, pp 253 - 264, MGA
0551 Solechones Volumeincas.
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14 BIELIGRAFLA
WOM-003-5CF1-1993 Sistema General de Unidades de Medlda. Publizada en s Dilara
Oicial de la Federacian & 14 de octubre de 1953,

iOfMclal Methods of Anafysis, 16 Ed. Asspdiation of OMdal Analifca Chemists, Washingion,
USA, Vol I, pp 911, 1947,

15 CONCORDANCLA CON HORMAS INTERNACIOMALES

EcE noima mexcana no equivale a ninguna noma Intemacional por no existr neferenda
diguna al momenio de su slabiracion.

MEXICO DLF. A,

L4 MRECTORA GENERAL DE HORMAS

CARMEN QUINTANILLA MADERD

JADSFVODILERN L Efmirg.
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