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Resumen



Se realizd un estudio de la composiciéon quimica para evaluar la accidn
antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de hojas de Jatropha
aethiopica (Chaya). La tintura al 20% presenta los parametros de calidad
que se especifican en las Normas Cubanas. Se realizaron extracciones
sucesivas partiendo de la tintura con solventes de polaridad creciente (n-
hexano, cloroformo, acetato de etilo y agua) para identificar los metabolitos
secundarios presentes. En los ensayos microbiolégicos “in vitro”
presentaron actividad antibacteriana los extractos hexanico, cloroférmico y
de acetato de etilo y actividad antifungica el extracto de acetato de etilo,
elaborados a partir de la tintura, frente a cepas de Staphylococcus aureus,
E. coli y Candida sp.Todos los resultados bioldgicos fueron comparados con
antibidticos modelos corroborandose la eficacia positiva de los extractos
evaluados.

Descriptores DeCS: JATROPHA; FITOTERAPIA

Abstract

A study of the chemical composition was performed to evaluate the
antimicrobial action of the extracts obtained from the leaves of Jatropha
aethiopica (Chaya). 20% Tincture presented quality parameters specified in
the Cuban standards. There were developed successive extractions starting
from the tincture with solvents of increasing polarity (hexane, chloroform,

water and ethyl acetate) to identify the secondary metabolites that are



presented. Microbiological tests “in vitro™ presented antibacterial hexanic
activity, chloroformic extracts and antifungal activity of ethyl acetate extract,
produced from the dye against strains of Staphylococcus aureus, e. coli and
Candida sp. All biological results were compared with antibiotics models
corroborating the positive effectiveness of the evaluated extracts.

Subject heading: JATROPHA; PHYTOTHERAPY

Introduccion

El uso de plantas medicinales es parte de la historia de la humanidad y del
acervo cultural de cada pueblo. En ahos recientes se han descubierto
aplicaciones insospechadas para muchas plantas y sustancias derivadas de
estas. También han surgido nuevas formas de preparacion y de

disponibilidad.!

En nuestro pais el uso de plantas medicinales como recurso terapéutico ha
adquirido en los ultimos afios una relevancia fundamental, por su probada
efectividad e inocuidad constituyen la base para la elaboracién de sistemas
de medicina alternativa, como fuente de materia prima para la industria
farmacéutica, en la sustitucién de importacion de medicamentos y como

arma terapéutica en los sistemas médicos y fitoterapéuticos tradicionales.? 3



Especificamente la Jatropha aethiopica, conocida vulgarmente como Chaya,
ha sido empleada ampliamente por la poblaciéon en la cura de diferentes
afecciones, por lo que popularmente se Ile atribuyen propiedades
medicinales, entre ellas: antibacteriana, antiinflamatoria,
antihipoglicemiante, antihipertensiva, anticancerigena, antianémica vy
antiasmatica entre otras.* Es importante que estas propiedades bioldgicas se
validen cientificamente y se logre propiciar un incentivo adicional para su
multiplicacién y propagacion; de esta manera, la planta podria ser
aprovechada no solo de forma popular a partir del conocimiento tradicional
comprobado, sino también en los servicios de salud especializados.

Por todo lo anteriormente planteado, este trabajo se propone como:
Objetivo General:

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de las hojas de Jatropha
aethiopica (Chaya).

Objetivos Especificos:

1.- Identificar los metabolitos secundarios de los extractos de las hojas de
Jatropha aethiopica (Chaya), mediante el desarrollo de un tamizaje
fitoquimico.

2.- Realizar las evaluaciones microbioldgicas a los extractos obtenidos.

3.- Realizar estudios cromatograficos y de tamizaje fitoquimico a los

extractos con actividad bioldgica.



Métodos

El material vegetal se recolecté en el mes de Diciembre de 2009 en la zona
este de la Ciudad de Manzanillo, Provincia de Granma, hora: 10: 00 AM -11:
00AM. La planta fue identificada por el Departamento de Botanica
de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Granma,
segln la Norma Ramal de Salud Publica 311 (1998). La parte

empleada de la misma fueron las hojas.

El material se lavd con una solucion de hipoclorito de sodio al 2 %, secado a
la sombra a temperatura ambiente extendiéndose en bandejas perforadas
volteandose diariamente durante 7 dias, luego se sometié a temperatura de
60 °C durante 1h en estufa (MWN, Alemania) con circulacién de aire.
Seguidamente se procedid a la pulverizacién, usando un molino de cuchilla.
Se obtuvo un polvo grueso que fue utilizado en la elaboracién de los
diferentes extractos.

Formulaciones

Extractos (etéreo, etandlico y acuoso)

Para la obtencién de los extractos etéreo, etandlico y acuoso, se pesaron 10
g de la muestra en balanza técnica (BS 2202S SARTORIUS, China).Se
realizaron extracciones sucesivas con solventes de polaridad creciente (éter

de petréleo, etanol y agua) con la finalidad de lograr un mayor agotamiento



de la droga del material vegetal seco.

Tintura al 20 %

La tintura fue obtenida a partir del material vegetal, seco, molido y tamizado
a 0.5 mm de didmetro, utilizando como menstruo Alcohol al 70 %. Se
utilizaron 100 g de la droga cruda para obtener 500 mL de tintura al 20 %.
La tintura se obtuvo por maceracion de la droga pulverizada, por un tiempo
de 7 dias, segun Norma Ramal 311 (1998), empleando agitador mecanico
o saranda (ILM, THYS 2, Alemania).

Extracto seco

El extracto seco fue obtenido a partir de la tintura al 20% por
rotoevaporacion del solvente a 50 °C en un Rotoevaporador (KIKA,
werke, Alemania), hasta obtener una masa consistente, la cual fue secada
en una estufa, con circulacién de aire a 40 °C, finalmente los extractos
fueron triturados en un mortero y preservados en frasco ambar.

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realizé por la metodologia reportada por Payo 3

empleandose pruebas o técnicas simples, rapidas y selectivas para la
determinacién de los compuestos; se le realizaron a cada extracto los
ensayos especificos para los metabolitos secundarios que de acuerdo a su

solubilidad podian haber sido extraidos en cada solvente.

Extracciones

La tintura obtenida de las hojas del Pteris vittata L se concentré hasta un



volumen de 100 mL y se fracciond sucesivamente (30 X 30 mL) con
solventes de polaridad creciente: n- hexano, cloroformo, acetato de etilo y
agua. Luego a cada una de estas fracciones se le realizé tamizaje fitoquimico
y pruebas microbioldgicas.

Evaluacién de la actividad antimicrobiana.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos secos de
las hojas de Jatropha aethiopica se empled el método de difusién en agar por
diseminacién superficial en disco (Bauer-Kirby). Este método fue publicado
por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) y la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y adoptada por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, antes NCCLS) como norma de aceptacidn general. >
Microorganismos evaluados

Las cepas utilizadas en el ensayo de actividad antibacteriana son de
referencia internacional, depositadas en el American Type Culture Collection
(ATCC) y forman parte de una bateria minima de cepas que se emplean para
este tipo de estudios y se relacionan a continuacion: Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aerugiosa (ATCC 27853) y Staphylococcus aureus

(ATCC 25923).2

Para el ensayo de actividad antifungica se empled una cepa salvaje de
Candida sp, aislada en el Centro de Higiene y Epidemiologia de Manzanillo,

Granma, de pacientes que presentan micosis por candidiasis.



Resultados

Al analizar los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico realizado a las
hojas de la planta, se comprobd la diversidad de metabolitos secundarios
presentes en la misma, entre ellos: alcaloides, quinonas, coumarinas,
saponinas, azucares reductores, triterpenos y/o esteroides, fenoles vy
taninos, acidos grasos, aminoacidos libres, flavonoides y antocianidinas, los
que justifican la utilidad de dicha planta en el tratamiento de diversas

afecciones (tabla 1).

En el resultado del tamizaje fitoquimico realizado a la tintura al 20 % vy el
extracto seco, de las hojas de la planta en estudio, se puede observar una
alta variedad de metabolitos secundarios, destacandose un alto contenido de
alcaloides, coumarinas y quinonas, los demdas metabolitos se encuentran en

menor proporcion, y no hay presencia de resinas (tabla 2).

La tabla 3 resume los resultados obtenidos de la evaluacién in vitro de la
actividad antimicrobiana de los extractos de la planta, frente a 3 cepas de
microorganismos: 1 Gram-positiva (Sthaphylococcus aureus) y 2 Gram-
negativas (Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli), y un Hongo

(Candida).



En la tabla 4 se presentan los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto

hexanico, cloroférmico y de acetato de etilo.

Las figuras 1, 2 y 3 muestran los resultados de la Cromatografia de Capa
Fina, extracto hexanico, cloroférmico y de acetato de etilo de las hojas de

Jatropha aethiopica respectivamente.

En el extracto hexanico se observa variabilidad de metabolitos secundarios

tales como: quinonas, flavonoides, coumarinas y alcaloides.

Para la separacion e identificacion de metabolitos secundarios se empleé la
Cromatografia de Capa Fina, (Figura 1) detectdndose con luz UV a 365 nm
sin revelador quimico 6 manchas: 3 de color amarillo que pueden ser
(quinonas, flavonoides y alcaloides), 2 de color rosado (quinonas) y una de
color azul fosforescente (coumarinas y flavonoides).

Mediante la Cromatografia de Capa Fina, empleada para la separacién e
identificaciéon de metabolitos secundarios, se observaron en la placa con luz
UV a 365 nm sin revelador quimico 4 manchas: 3 de color rojo que puede ser
(quinonas y coumarinas) y una de color verde fosforescente

(coumarinas) (Figura 2).



Para la separacion e identificacion de metabolitos secundarios (Figura 3) se
observaron en la placa con luz UV a 365 nm sin revelador quimico 2

manchas de color rojo que pueden ser (quinonas y coumarinas).

Discusion

La alta variabilidad de metabolitos secundarios se identifico
fundamentalmente en el extracto etandlico, lo cual se corresponde con lo
reportado para este solvente, que es el mas empleado en los estudios de
tamizaje fitoquimico de plantas medicinales. Se destacan en las hojas de la
planta la presencia de alcaloides y quinonas, metabolitos reportados como
responsables de diferentes actividades bioldgicas en las plantas como la

antimicrobiana.

Un aspecto importante a destacar es que la composicion de metabolitos
secundarios se mantiene semejante tanto en la tintura al 20 % como en el
extracto seco. Por tanto las acciones farmacoldgicas deben mantenerse de
forma inalterable, ya que es conocida la dependencia que existe entre

composicion quimica y propiedades bioldgicas. °

Para realizar la evaluacion antimicrobiana in vitro de los extractos obtenidos
a partir de la tintura al 20 % con solventes de polaridad creciente y el

extracto seco de tintura, que muestran actividad antimicrobiana, se utilizé



una concentracién final de 0.4 mg/disco evidencidandose actividad inhibitoria
de los extractos hexanicos, cloroférmicos, de acetato de etilo y extracto seco
de la planta frente a Sthaphylococcus aureus, con halos de inhibicién entre 8
- 12 mm de diametro y frente a Escherichia coli con halos de inhibicién entre
8 - 10 mm de didmetro respectivamente. Ademas el extracto de acetato de
etilo mostrd actividad inhibitoria frente a Candida sp evidenciando un halo de

inhibicion de 9 mm.

Los resultados mas significativos son del extracto cloroféormico y el seco
frente a Sthaphylococcus aureus, y del extracto de acetato de etilo frente a
Escherichia coli y Candida sp, pues fue donde mas respuesta inhibitoria se

evidencio.

Al comparar la bioactividad de los extractos de la planta y el control +
(Ciprofloxacin y Fluconazol, antibioticos comerciales) se pudo demostrar que
existen diferencias, las cuales podrian estar atribuidas a la baja
concentracién de los constituyentes quimicos presentes en el extracto
vegetal con actividad antimicrobiana o quizas a la accién antagdnica que

ejercen sobre ellos otro grupo de compuestos. >

A los extractos hexanico, cloroférmico y de acetato de etilo, los cuales

mostraron actividad antimicrobiana, se les realizé el tamizaje fitoquimico de



aquellos metabolitos que segun los reportes bibliograficos tienen propiedad
antimicrobiana (quinonas, alcaloides, flavonoides, coumarinas, fenoles y/o

taninos).

Con el objetivo de separar los metabolitos secundarios por familias de
compuestos de acuerdo a la polaridad de los mismos se empled la

Cromatografia de Capa Fina, usando como revelador luz UV a 365 nm.!

Al comparar los resultados obtenidos por el método de separacién
cromatografico y el tamizaje fitoquimico, se puede plantear que los
metabolitos secundarios responsables de la actividad antimicrobiana en el

extracto pueden ser: quinonas, alcaloides, coumarinas y flavonoides.*

En el resultado del tamizaje fitoquimico del extracto cloroférmico de la
planta, se puede observar que predominan familias de metabolitos
secundarios como: quinonas y coumarinas, estando en mayor abundancia las

coumarinas.

Segun los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico y la separacion
cromatografica se puede concluir que las quinonas y las coumarinas pueden
ser las responsables de la actividad antimicrobiana en el extracto

cloroférmico de Jatropha aethiopica.



El andlisis fitoquimico del extracto de acetato de etilo permitid conocer la
presencia, en las hojas de la planta, de principios activos como: quinonas y

coumarinas.

De acuerdo a los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico y la
separacion cromatografica podemos concluir que las quinonas y las
coumarinas pueden ser las responsables de la actividad antimicrobiana en el

extracto.

Conclusiones

Los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Jatropha aethiopica
son: alcaloides, coumarinas, quinonas, saponinas, azucares reductores,
triterpenos y/o esteroides, fenoles y taninos, acidos grasos, aminoacidos
libres, flavonoides y antocianidinas, los extractos hexanico, cloroférmico, y
de acetato de etilo de las hojas de Jatropha aethiopica mostraron actividad
antibacteriana destacada frente al Staphylococcus aureus (ATCC) vy
Escherichia coli (ATCC). Ademas el extracto de acetato de etilo mostro
actividad antifungica frente a Candida sp y los metabolitos secundarios,
detectados mediante la Cromatografia de Capa Fina y el tamizaje fitoquimico
que pueden ser los responsables de la actividad antimicrobiana, en los

extractos hexanicos, cloroféormicos, y de acetato de etilo fueron: quinonas y



coumarinas.

Recomendaciones

1.- Determinar la minima concentracién inhibitoria (MCI) y la minima
concentracién bactericida (MCB) de los extractos de las hojas de Jatropha
aethiopica para la cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

2.- Evaluar las formulaciones farmacéuticas de las hojas de Jatropha
aethiopica contra enfermedades producidas por Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida.

3.- Realizar estudios de toxicidad a los extractos de la planta estudiada.
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Anexos

Tabla 1. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos etéreo,
etandlico y acuoso de las hojas de Jatropha aethiopica.

Ensayos (metabolitos)

Extracto
etéreo

Extracto
etandlico

Extracto
acuoso

Sudan III (acidos grasos)

+

Mayer (alcaloides)

++

++

Baljet (coumarinas)

+

Espuma (saponinas)

Shinoda (flavonoides)

FeCl; (fenoles y taninos)

+ |+ |+ |+

Mucilagos

Fehling (azucares reductores)

+ |0 |+

Borntrager (quinonas)

+++

Resinas

Libermann-Burchard
(triterpenos y/o
esteroides)

Ninhidrina
libres)

(aminoacidos

Antocianidinas

Principio amargo y

astringente




Leyenda: (-): ausencia, (+): presencia, (++), (+++): abundante, los

espacios vacios indican que el ensayo no se realizo.

Tabla 2. Resultados del tamizaje fitoquimico de la tintura al 20 % y
el extracto seco.

Hojas
Ensayos (metabolitos) Tintura E. seco

FeCls (fenoles y taninos) + +
Mayer (alcaloides) ++ ++
Baljet (coumarinas) ++ ++
Espuma (saponinas) + +
Shinoda (flavonoides) + +
Fehling (azucares reductores) + +
Borntrager (quinonas) ++ ++
Resinas - -
Libermann-Burchard + +
(triterpenos y/o esteroides)

Ninhidrina (aminoacidos libres) + +
Antocianidinas + +

Leyenda: (véase tabla 1)

Tabla 3. Resultados del ensayo in vitro de la actividad antimicrobiana
de los extractos.

Extractos Halos de inhibicién (mm)
E.col P. S.aur | Candi
i aeru eus da

(ATC g (ATC sp
C) | (ATC C)

C)
Hexanico 9 - 8 -
Cloroformico 8 - 10 -
Acetato de etilo 10 - 8 9
Acuoso - - - -
Extracto seco 8 - 12 -
Ciprofloxacin 17 16 19

(control +)




Fluconazol (control 20
+)

Tabla 4. Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto hexanico
cloroformico y de acetato de etilo de las hojas de Jatropha
aethiopica.

Ensayos Extractos de hojas
(metabolitos) Hexanico Cloroférmico Acetato de
Etilo
Borntrager + + +
(quinonas)
FeCls (fenoles y/o - - -
taninos)
Shinoda + - -
(flavonoides)
Baljet (coumarinas) + ++ +
Wagner (alcaloides) - - -
Mayer + = -
(alcaloides)

Leyenda: (véase tabla 1)

Sist. A Sist. B Sist. C

O o Wl W T
- o - o

Hojas Hojas

Hojas

Figura 1. CCF. Extracto hexanico de Jatropha aethiopica.
Figura 2. CCF. Extracto cloroférmico de Jatropha aethiopica.

Figura 3. CCF. Extracto de acetato de etilo de Jatropha aethiopica.
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