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Resumen

Se evalu6 el efecto in vitro de extractos hidroalcohélicos de Mangifera indica, Tamarindus indica y
Cassia angustifolia sobre el crecimiento de Salmonella typhi'y Escherichia coli ATCC 25922 usando un
disefio factorial completamente al azar. Los extractos hidroalcohdlicos se obtuvieron de las hojas
de M. indica, T. indica y C. angustifolia utilizando un equipo Soxhlet con alcohol al 90%, se usaron
concentraciones al 50% y 25% para cada uno de los extractos y un mix al 50% y 25% de los tres
extractos. Para evaluar el efecto sobre el crecimiento se emple6 el método Kirby-Bauer con discos de
papel Watman n° 4 de 0,7 mm de didmetro, se colocaron 5 discos por placa para cada concentraciéon
(extractos y el mix mas el control positivo (ciprofloxacina)), incubandose a 37 °C durante 24
horas, luego se midi6 el didmetro de las zonas de inhibicién. Los resultados muestran diferencias
significativas entre el efecto de los extractos, teniendo mayor efecto el extracto de M. indica con un
halo de inhibicién de 16,53 mm para S. typhiy de 15,16 para E. coli a la concentracién de 50%; esto se
deberia probablemente a la mangiferina, un polifenol que produciria la inhibicién del crecimiento.

Palabras clave: extracto hidroalcohdlico, Mangifera indica, Tamarindus indica, Cassia angustifolia,
inhibicién.

Abstract

In vitro effect of hydroalcoholic extracts of Mangifera indica, Tamarindus indica and Cassia
angustifolia on the growth of Salmonella typhi and Escherichia coli ATCC 25922 was evaluated using
a completely randomized factorial design. Hydroalcoholic extracts were obtained from the leaves
of M. indica; T. indica and C. angustifolia using Soxhlet equipment with 90% alcohol, 50% and 25%
concentrations were used for each extract and a mix at 50% and 25% of the three extracts. To evaluate
the effect on bacterial growth the Kirby-Bauer method was used with 0.7 mm diameter Watman no.
4 paper discs, five discs were placed per plate for each concentration (extracts and the mix plus the
positive control (ciprofloxacin)), incubating at 37 °C for 24 hours, then the diameter of the inhibition
zones was measured. The results show significant differences between the effect of the extracts and
greater effect with the extract of M. indica with an inhibition halo of 16.53 mm for S. typhi and 15.16
for E. coli at the 50% concentration,; this would be possible due to mangiferin, a polyphenol that
would produce growth inhibition.

Keywords: hydroalcoholic extract, Mangifera indica, Tamarindus indica, Cassia angustifolia, inhibition.
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Introduccion tado, ante ello surge el interés por descu-
brir nuevos principios activos que actien
como antimicrobianos, los mismos que se
encuentran de forma natural en diversos
organos vegetales; la Organizaciéon Mun-
dial de la Salud (OMS), estima que més del
80% de la poblacién mundial utiliza la me-
dicina tradicional y que gran parte de los
tratamientos utiliza extractos de plantas
o propiedades que son empleados como

Los antibidticos acttian interfiriendo
en algin mecanismo especifico del meta-
bolismo celular para inhibir el crecimiento
del microorganismo o destruirlo. Muchas
bacterias han desarrollado la capacidad de
resistir a dicho mecanismo especifico y so-
brevivir a la accién de los antibiéticos (Oli-
veira et al., 2010; Baron et al., 2018).

La problemética de resistencia bacte-
riana frente a los antibiticos ha aumen-
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materia prima para la fabricacién de medi-
camentos semi sintéticos mas complejos, o
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como precursores para la sintesis de otros
farmacos. La OMS, basada en estos hechos,
ha promovido el estudio de plantas medi-
cinales (Cabrera et al., 2005; Saravia et al.,
2011).

Tamarindus indica L. “tamarindo”
(Fabaceae) es un vegetal utilizado por
sus propiedades farmacéuticas (Prabhu &
Teli, 2014). Estudios fitoquimicos de las
hojas de Tamarindus indica L., demostraron
la presencia de aceites esenciales, acidos
grasos 'y compuestos polifendlicos,
principalmente  flavonoides. Se  ha
comprobado que los extractos etandlicos
del fruto, presentan actividad
Escherichia coli, Salmonella typhi, Bacillus
subtilis, Vibrio cholerae,  Staphylococcus
aureus, Trycophytum rubrum, Bacillus cereus
y Pseudomona aeruginosa (Escalona, 2011;

Balbuena, 2012).

contra

Se ha comprobado que el extracto de
Mangifera indica “mango” (Anacardiaceae)
polifenoles, terpenoides,
esteroides, policalcoholes, aztcares libres,
entre otros (Benites, 2011) y se utiliza en
la practica etnomédica para la mejorar la
calidad de vida de pacientes con diferentes
patologias. Estudios publicados reportan
el uso de diferentes partes del vegetal
efectivos en diversas patologias como
diabetes tipo II, hiperplasia
prostatica benigna, dermatitis entre otros
(Garrido & Valdés, 2012). Asi mismo
los extractos crudos de M. indica ejercen

contiene

mellitus

efectos antimicrobianos contra bacterias
que producen el acné, tienen actividad
antiinflamatoria sobre la IL-8 (Poomanaee
et al., 2018). Por otro lado el extracto
etandlico demostré, tener actividades
antioxidantes, antiinflamatoria e inmuno
moduladora, analgésica, antialérgica y
antibacteriana (Singh et al., 2015).

Cassia  angustifolia ~ Vahl.  “sen”
(Fabaceae) es una planta oriunda de India,
aunque también es cultivada en diversas
partes del mundo, tiene propiedades
medicinales (Kunduetal., 2014). Esta planta
contiene heterésidos hidroxi antracénicos,
hidratos de carbono, flavonoides, aceites
esenciales, saponinas, resinas, fitoesteroles,
minerales y derivados naftalénicos. C.
angustifolia, es usado como un expectorante,
disentérico, agente carminativo, para el
tratamiento de gonorrea, enfermedades
de la piel, dispepsia, fiebre, asi como
también, se ha considerado que tiene
efecto antibacteriano para varias especies
(Morales et al., 2011).

Conocimientos etnomédicos
documentados acerca de la utilidad de M.
indica “mango”, T. indica “tamarindo” y
C. angustifolia “sen”; ademas, la situacion
problemédtica recurrente de los casos
de resistencia bacteriana,
en bacterias Gram negativas como S.
typhi y E. coli, causantes de infecciones
intestinales a nivel Regional, Nacional y
Mundial, hace propicio la realizacion de

sobre todo

la presente investigacién que tiene por
objetivo determinar el efecto in vitro de
los extractos hidroalcohdlicos de hojas de
M. indica “mango”, T. indica “tamarindo”
y C. angustifolia “sen” 'y “mix” sobre el
crecimiento de S. typhi y E. coli ATCC
25922.

Material y métodos
Tipo de estudio

La investigacion es basica explicativa
y se adecué a un disefio factorial
completamente al azar (DFCA).

Metodologia

Obtencién de extractos
hidroalcohélicos de hojas de Mangifera
indica “mango”, Tamarindus indica
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“tamarindo” y Cassia angustifolia “sen”

Las hojas de M.
fueron obtenidas en el distrito de Jayanca
- Lambayeque, las hojas de T. indica
“tamarindo” se obtuvieron del distrito de
la Esperanza y las hojas de C. angustifolia
“sen” se obtuvieron por compra directa

indica “mango”

del mercado” la Hermelinda” en el distrito
de Florencia de Mora - Trujillo. Después
de obtener las hojas, fueron lavadas con
agua mas hipoclorito de sodio, finalmente
enjuagadas con agua destilada y luego
puestas a secar en estufa a 30°C, se molieron
en molino convencional, para luego colocar
30 g de polvo de hojas de “mango”, “sen” y
“tamarindo”, respectivamente en el equipo
Soxhlet, agregandose 200 ml del etanol al
90% por 2 horas, lo extraido fue secado
con ayuda de un ventilador, el proceso
de secado dur6 aproximadamente 3 horas
obteniéndose una solucién de consistencia
pastosa de las hojas de cada vegetal, cada
muestra obtenida en el proceso de secado
se diluy6 en 10 ml de PBS (buffer fosfato
salino), esto correspondié a la solucién
madre (100%).

Diluciones de extractos
hidroalcohélicos de hojas de Mangifera
indica “mango”, Tamarindus indica

“tamarindo” y Cassia angustifolia “sen”

De la solucion madre obtenida al
100%, se hicieron dos diluciones al 50% y
25% en PBS (Buffer fosfato salino), luego
se tomo 1,5 ml de cada extracto al 50% y
se mezcl6, de igual forma se procedié
con los extractos obtenidos al 25% con el
objetivo de obtener una mixtura al 50%
y 25% respectivamente, finalmente los
extractos fueron almacenados a 4°C para
su posterior utilizacién.
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Método de difusion en discos de papel
Watman

Se empled el método recomendado
por el Sub Comité de Ensayos de
Susceptibilidad del NCCLS (National
Committee  for Clinical Laboratory
Standards), basado en el procedimiento
descrito originalmente por Kirby-Bauer
para lo cual se cortaron discos de papel
Watman N° 4 de 0,7 mm de didmetro,
fueron sometidos a inmersién en cada
uno de los extractos preparados y luego
fueron secados en estufa a 30°C (Ramirez
& Marin, 2009).

Cultivo de Salmonella typhi y
Escherichia coli ATCC 25922
Las cepas de Salmonella typhi y

Escherichia Coli ATCC 25922 se obtuvieron
en cultivo puro del Laboratorio Referencial
de La Libertad. Cada una de las cepas se
sembré por el método de extensiéon en
placa en agar Salmonella - Shigella para el
caso de S. typhi y agar Mac Conkey para
E. coli, a partir de estas se prepararon los
in6culos para las dos bacterias con un
nivel de turbidez del tubo N° 0.5 en la
escala de Mc Farland (1x10%), se tom¢ 0,1
ml. de cada uno para sembrar S. typhi y
E. coli en 12 placas servidas con 20 ml de
agar Mueller Hinton (6 placas de cada
cepa); a continuacion, se colocaron 5 discos
por placa que corresponden a: un control
positivo (disco de Ciprofloxacina), un
disco con extracto de M. indica, uno con
T. indica, uno con C. angustifolia y uno con
el mix al 50% y en otra placa los mismos
tratamientos al 25%; cada placa con tres
repeticiones, posteriormente se incubaron
a 37°C durante 24 horas, transcurrido el
tiempo, fueron medidos los didmetros
(mm) de la zona de inhibicién (Castafo et
al, 2010).
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Evaluaciéon de los tratamientos

El efecto de las concentraciones de los
extractos de hojas de M. indica “mango”, T.
indica “tamarindo” y C. angustifolia “sen”
fueron determinadas por el diametro de
los halos de inhibicién que se obtuvieron
por ausencia de crecimiento bacteriano
alrededor del
colocado en la placa sembrada. Para la
evaluacion se tomo en cuenta los siguientes
criterios segtn la escala de Duraffourd
: nula (-) si fue inferior o igual a 8 mmy;
sensibilidad limite (sensible +) de 9 a 14
mm; media (muy sensible ++) de 15 a 19
mm y sumamente sensible (S.S. +++) si fue
igual o superior a 20 mm, que indica que
el halo de inhibicién traducido en valores
de concentracion minima inhibitoria
se aproxima a las concentraciones de
antimicrobiano alcanzables en sangre o
tejidos y que puede esperarse eficacia
clinica en localizaciones en las que
se alcanzan altas concentraciones del
antimicrobiano (Garcia, 2016).

disco con tratamiento

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se determiné
los estimadores paramétricos, asi mismo
se aplic6 el analisis de varianza factorial
y la prueba de comparacién multiple
de Tukey (p< 0.05) para determinar
diferencias y/o semejanzas significativas
entre los tratamientos (tipo de extracto) y
dentro de los tratamientos (concentracion
de los extractos). Se utiliz6 el programa
INFOSTAT (versién libre para estudiantes,
2018).

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos, muestran
diferencias significativas en los efectos
de los extractos de M. indica “mango”, T.
indica “tamarindo” y C. angustifolia “sen”
sobre el crecimiento de Salmonella typhi y

Escherichia coli ATCC 25922, mostrando
mayor efecto el extracto hidroalcohdlico
de M. indica “mango” sobre el crecimiento
de S. typhi con un didmetro de halo
de inhibicién de 16,53 mm y sobre E.
coli un diametro de inhibicién de 15,16
mm comparado con el control positivo
(Ciprofloxacina); por otro lado T. indica
“tamarindo” no mostré efecto sobre las
cepas estudiadas y C. angustifolia “sen”
mostré un halo de inhibiciéon de 10,4 mm
sobre S. typhi, no mostrando efecto sobre
E. coli, la mixtura de M. indica “mango”,
T. indica “tamarindo” y C. angustifolia
“sen” preparadas a partir de los extractos
iniciales presento un halo de inhibicién de
10,63 mm para S. typhi y de 0,97 mm para
E. coli ATCC 25922 (Tabla 1).
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Tabla 1. Diametro promedio (mm) de los halos de inhibicién por efecto de extractos
hidroalcoholicos al 50% y 25% de Mangifera indica, Tamarindus indica, Cassia angustifolia
sobre Salmonella typhi'y Escherichia coli ATCC 25922

Extracto Hidroalcohdlico

Bacterias Discos 50% 25%
Promedio Promedio
11,27
Mango 16,53
0,00
Tamarindo 0,00
0,00
Sen 10,40
7,93

Mix (Mango,

Tamarindo y Sen) 10,63
Salmonella typhi
33,46
Control (+) 32,90
6,53
Mango 15,16
0,00
Tamarindo 0,00
0,00
Sen 0,00
Escherichia coli Mix (Mango, 0,97 o0
Tamarindo y Sen) |
ATCC 25922
26,46
Control (+) 26,90
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Fig. 1. Diametro promedio (mm) de los halos de inhibiciéon por efecto de extractos
hidroalcohdlicos al 50% y 25% de Mangifera indica, Tamarindus indica, Cassia angustifolia y
“mix” sobre Salmonella typhi

M Etracto hidroalcohdlico al 50%

Diametro del halo de inhibiciéon (mm)

Escherichia coliATCC 25922
404
35
304 u] u}
254 5
204 ¢
154 o ©
10 ]’
3 n n Lo n n
0 T T T -I T
& & & §F @
@ {.\."’b é{d\
AT <
Discos

Extracto hidroalcohdlico al 25%

Fig. 2 Diametro promedio (mm) de los halos de inhibicién por efecto de extractos

hidroalcoholicos al 50% y 25% de Mangifera indica, Tamarindus indica, Cassia angustifolia y
“Mix” sobre Escherichia coli ATCC 25922
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Fig. 3. Didmetro promedio (mm) de los halos de inhibicién por efecto de extractos

hidroalcohélicos al 50% de Mangifera indica, Tamarindus indica, Cassia angustifolia y “Mix”
sobre Escherichi coli ATCC 25922 y Salmonella typhi
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Fig. 4. Didmetro promedio (mm) de los halos de inhibicién por efecto de extractos
hidroalcoholicos al 25% de Mangifera indica, Tamarindus indica, Cassia angustifolia y “Mix”
sobre Escherichi coli ATCC 25922 y Salmonella typhi

Las letras (A-D) representan cuatro relacionados con la misma letra no
grupos estadisticamente homogéneos presentan diferencias significativas entre
segun el test de comparaciéon mdultiple ellos con un valor p< 0,05
de medias (Tukey). Los promedios

720 | 26 (2): Mayo - Agosto, 2019



Untol et al.: Efecto hidroalcohélicos de Mangifera indica, Tamarindus indica y Cassia angustifolia sobre Salmonella typhi'y Escherichia coli

Para la especie S. typhi el extracto
hidroalcoholico de “mango” al 50% es el
que presentd mayor efecto con respecto al
“sen” y al “mix” a la misma concentracion
(Fig. 1) comparado con el E. coli ATCC
25922 mostrando que el mango al 50%
presentaba mayor efecto no obstante el
“tamarindo”, “sen” y “mix” no presentaron
ningtin efecto (Fig. 2), la composicion
quimica principal del extracto de “mango”
M. indica, comprende un total de nueve
derivados polifenélicos
microelementos como zinc, cobre y selenio,
la mangiferina (componente mayoritario),
catequina, epicatequina, acido galico,
propil éster, metil éster, acido benzoico
y acido 3,4-dihidroxibenzoico, 4cidos
orgénicos, taninos, triterpenos, esteroides
y  flavonoides componentes
probablemente posiblemente hayan sido
los causantes del efecto inhibitorio en el
crecimiento de S, typhi y E. coli ATCC
25922 (Benites et al., 2011).

y  diferentes

estos

Otras investigaciones demostraron
también que los extractos de los frutos de
M. indica “mango” producen inhibicién
que provocan
como Staphylococcus aureus resistente a la
metilina, Escherichia coli y Vibrio vulnificus
(Kaur et al., 2010). También, se encontré
que, in vitro, los extractos etanodlicos del
fruto, presentan actividad contra E. coli,
Salmonella typhy, Bacillus subtilis, Vibrio
cholerae, Staphylococcus aureus, Trycophytum
rubrum,  mentagrophyto,  Staphylococcus
albus, Bacillus negaterium, cereus y Pseudoma
aeruginosa. Se llegd a determinar que los
extractos son ricos en &cidos organicos,
polifenoles, taninos, triterpenos,
esteroides, flavonoides y alcaloides tienen
importancia terapéutica. Se considera que
la actividad antimicrobiana puede estar
influida por sinergismo de los principios
activos

en bacterias infeccion

contenidos en los extractos

(Madaleno & De La Torre, 2013).

Los resultados demuestran que el
extracto hidroalcohdlico de “mango” al
50% tiene igual efecto tanto para E. coli
como para S. fyphi, no obstante el extracto
de “sen” y “mix” solo tiene efecto sobre S.
typhi (Fig. 3), por otro lado los resultados
del extracto hidroalcohdlico al 25% para las
vegetales utilizados el efecto para S. typhi'y
E. coli es el mismo y que solo hay efecto
del “mix” al 25% para S. typhi (Fig. 4), lo
cual es indicativo de que los principios
activos presentes en éstos, son distintos
en concentracién y en composicién. Se ha
establecido que las frutas tropicales son
ricas en diferentes compuestos bioactivos,
principalmente fenoles,
taninos, cumarinas, flavonoides, quinonas
y alcaloides; de los cuales un porcentaje
importante de éstos posee actividad
antimicrobiana contra una amplia gama de
microorganismos entre los que se incluyen
bacterias, hongos y virus (Rajan et al., 2011:
Singh et al., 2015).

saponinas,

Investigaciones con 1.  indica
“tamarindo” demuestran tener efecto
bactericida sobre E. coli y S. typhi
(Jayaprakash et al., 2017), resultados que
difieren con los nuestros puesto que no
hubo ningtin efecto bactericida y esto
se debe a que usamos las hojas para la
obtencién del extracto demostrando que
las hojas tienen baja concentracién de los
principios activos con respecto al fruto al

cual se le atribuye esta propiedad.

Investigaciones con extracto acuoso
de hojas de “sen” demostraron inhibir el
crecimiento de E. coli (Silva et al., 2008) en
contraste con los resultados del presente
estudio puesto que no hubo ningtn efecto
inhibitorio sobre la misma bacteria, esto
debe al tipo de solvente utilizado para
la obtencion de los principios activos los
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cuales pueden afectar la composicion
quimica de estos (Centurién, 2015).

Evidentemente, los resultados
difieren de lo esperado considerando
las referencias puede

intrinsecos

previas, esto

estar asociado a factores
de la fisiologia vegetal y/o extrinseca,
relacionados con el proceso de extraccion.
Asimismo, es importante sefialar que la
biosintesis de los metabolitos secundarios
por parte de las plantas puede ser llevada
por 2 vias, de manera constitutiva que
es patégeno-independiente, formandose
las denominadas fitoanticipinas, o por
otro lado si es inducida, como respuesta
defensiva en contra de patégenos se
producen las fitoalexinas. Por lo que el
contenido de los principios activos puede
variar de una planta a otra, en funcién de
las condiciones agroecoldgicas a las que
estén sometidas (Noguera et al., 2017).

Los resultados obtenidos demostraron
que las hojas del mango son una fuente
importante de metabolitos que podrian
combatir bacterias especialmente las que
son resistentes, por lo tanto es importante
continuar con las investigaciones como
el aislamiento de sus compuestos y
accion

determinar el mecanismo de

bacteriana.

Conclusiones

Se determiné que el efecto in vitro
del extracto hidroalcohélico de hojas de
Mangifera indica “mango” fue mayor a los
extractosde Tamarindusindica”tamarindo”,
Cassia angustifolia “sen” y “mix” sobre el
crecimiento de Salmonella typhi'y Escherichia
coli ATCC 25922 patégenos entéricos. Los
extractos hidroalcohélicos al 50% de todos
los casos tuvieron mayor efecto inhibitorio
del crecimiento bacteriano comparado con
el 25%. Por otro lado T. indica “tamarindo”
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no tuvo efecto sobre el crecimiento de S.
typhi'y E. coli ATCC 25922.
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