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Resumen

En esta investigacion se obtuvieron los extractos etéreo, alcohdlico, acuoso, la tintura al
20% y su extracto seco a partir de las hojas de Bryophyllum pinnata (siempreviva). Se
realizd el tamizaje fitoquimico de cada extracto determinandose que los metabolitos
secundarios predominantes son las quinonas y los alcaloides. Se evalué la actividad
antibacteriana de la tintura al 20% y de su extracto seco frente a cepas de: Escherichia coli
(ATCC 113-83), Pseudomonas aerugiosa (ATCC 14207) y Staphylococcus aureus (ATCC
15008), mediante el método de difusiéon en agar, destacandose los resultados obtenidos
frente al Staphylococcus aureus.

Palabras Claves: Bryophyllum pinnata, tamizaje fitoquimico, extractos vegetales,
metabolitos secundarios, plantas medicinales.

Phytochemical screening and antibacterial activity of extracts of
Bryophyllum pinnata.

Summary

In this investigation the ethereal, alcoholic and watery extracts were obtained, a 20% dye
and its dry extract starting from the leaves of Bryophyllum pinnata (siempreviva). It was
carried out the phytochemical screening of each extract being determined that the
predominant secondary metabolites is the quinones and the alkaloids. The antibacterial
activity was evaluated from the 20% dye and its dry extract in front of stumps of: Escherichia
coli (ATCC 113-3), Pseudomonas aerugiosa (ATCC 14207) and Staphylococcus aureus
(ATCC 15008), by means of the diffusion method in agar, standing out the results obtained
in front of the Staphylococcus aureus.

Key words: Bryophyllum pinnata, phytochemical screening, extracts, secondary
metabolites, medicinal plants.
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Introduccion

Desde tiempos remotos el hombre ha utilizado las plantas para satisfacer sus
necesidades mas elementales, como la alimentacion, la salud y sus creencias religiosas.
Estos conocimientos han llegado a través de los anos a las nuevas generaciones por medio
de la transmision oral.

La milenaria experiencia sobre el uso de las plantas ensefia que la efectividad no
depende exclusivamente del producto; es decir, no solo de los principios activos segun la
Quimica, sino también, de su preparacion y posibles combinaciones.

En la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina, sin embargo la
ciencia moderna analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las mismas, quiere
precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades para agruparlas por efectos
similares, conocer los principios activos responsables de aliviar o curar enfermedades,
aislarlos de las plantas, determinar su estructura quimica, sintetizarlos, proponer
modificaciones estructurales en busca de una mayor actividad y, finalmente, dar a conocer a
la humanidad los resultados de los estudios’.

La Bryophyllum pinnata, vulgarmente conocida como: siempreviva, inmortal, flor de
aire, hoja del aire, hoja de bruja y prodigiosa, forma parte de la familia Crassulaceae y es
originaria de Madagascar 2°. Es un arbusto de gran resistencia, capaz de sobrevivir en
condiciones adversas y en lugares inhdspitos. Posee reconocidas propiedades curativas,
por lo que ha sido utilizada para el tratamiento de diversas enfermedades®.

En esta planta han sido comprobadas multiples propiedades medicinales. Se han
determinado propiedades antiinflamatorias, antihistaminicas, cicatrizantes, analgésicas y
beneficiosas para el buen funcionamiento del sistema digestivo.

En forma externa, el jugo de las hojas se usa como ungiiento contra hinchazones,
tumores, abscesos, quemaduras, heridas de dificil tratamiento y también como colirio.

Entre los componentes activos presentes en esta planta se encuentran fenoles,
flavonoides y &cidos como: acético, malico, citrico, isocitrico, lactico, fumarico, oxalico y
succinico. La planta presenta un alto contenido de calcio y cloro. Contiene ademas b-
citosterol, mucilago, briofilina, polisacaridos, taninos, vitamina P y minerales como aluminio,
hierro, magnesio, manganeso, cobre y silicio.

Al jugo de las hojas le son atribuidas propiedades antibacterianas y antiftingicas °,
las cuales aun no han sido comprobadas. Atendiendo a todo lo anteriormente planteado en
el presente trabajo se evalué la actividad antibacteriana de extractos de hojas de
Bryophyllum pinnata frente a Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y
Escherichia coli.

Materiales y métodos

El material vegetal consisti6 en hojas de Bryophyllum pinnata, recolectadas en
época de primavera. Su identificacién fue confirmada en el Laboratorio de Botanica de la
Universidad de Granma. El material vegetal fue secado a la sombra a temperatura
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ambiente y extendido en bandejas perforadas, voltedndose diariamente durante 7 dias,
luego se sometié a calentamiento de 60°C durante una hora en estufa con circulacién de
aire marca WSU 400 de fabricacion alemana. Terminado este proceso de secado se
procedié a la pulverizacion de las hojas hasta obtener un polvo grueso (1 mm de diametro
aproximadamente) que se empled en la elaboracién de los extractos.

Para la obtencién de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso, se realizaron
extracciones sucesivas con estos solventes en orden creciente de polaridad con la finalidad
de lograr un mayor agotamiento de la sustancias en el material vegetal seco.

Se utilizaron 20 g del polvo grueso crudo por cada 200 ml de menstruo fresco. La
extraccion se realiz6 por maceracién de la droga pulverizada, por un tiempo de 48 horas,
segun Norma Ramal de Salud Publica 311, la Norma Cubana de Salud Publica 313 vy el
Programa de Medicina Tradicional y Natural *®7.

La obtencion de la tintura al 20% se realizé segtn la Norma Ramal de Salud Publica 311°.

Los extractos secos fueron obtenidos a partir de la tintura al 20% por el siguiente
procedimiento: 100 mL de tintura al 20% se pasaron a un balén previamente tarado y se
rotaevaporaron al vacio hasta obtener una masa consistente, la cual fue secada en una
estufa MLW de fabricacién alemana, con circulacién de aire a 40°C, finalmente el extracto
fue triturado en un mortero y preservado en frasco ambar.

El tamizaje fitoquimico se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales del
Centro de Estudio de Quimica Aplicada de la Universidad de Granma mediante la
adaptacién de la metodologia de trabajo reportada por Payo, Sandoval y Pefa 8910 ge
emplearon técnicas simples, rapidas y selectivas para la determinacién cualitativa de cada
familia de compuesto. Se le realizaron a cada extracto los ensayos especificos para los
metabolitos secundarios que de acuerdo a su solubilidad podian haber sido extraidos con

cada solvente'"'2.

Los ensayos realizados con los diferentes extractos fueron:

Extracto etéreo: alcaloides, coumarinas y acidos grasos

Extracto etandlico: resinas, triterpenos y/o esteroides, saponinas, aminoacidos libres,
alcaloides, coumarinas, carbohidratos reductores, fenoles y/o taninos, quinonas,
flavonoides, antocianidinas.

Extracto acuoso: saponinas, carbohidratos reductores, flavonoides, fenoles y/o taninos,
alcaloides, principios amargos, mucilagos.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizaron los extractos secos
(400 pg/disco) y la tintura al 20%, se empleé el método de difusion en agar por diseminacién
superficial en disco (Bauer-Kirby) con algunas modificaciones. Este método fue adoptado

por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) como norma de aceptacion general
13
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Se aplicaron 8 pl en discos de papel de filtro (pb, SA, Brasil) de 6 mm de diametro
para una concentracion final de 400 pg/disco de extracto seco. Una vez cargados los discos
con cada una de las soluciones se dejaron secar a 50°C por 15 min antes de dispensarlos
en las placas inoculadas. Dada la viscosidad del DMSO vy sus caracteristicas fisico-quimicas
no se logré la evaporacién del solvente.

Como control negativo se emplearon discos de papel de filtro de 6 mm de diametro
cargados con 8 pl de etanol al 70 % y DMSO para la tintura y el extracto seco
respectivamente, que fueron los solventes empleados en la preparacion de las soluciones a
evaluar.

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 113-3), Pseudomonas aerugiosa (ATCC) vy
Staphylococcus aureus (ATCC).

La inoculaciéon en las placas de agar y la dispensacién de los discos de antibioticos
se realiz6 con un hisopo estéril y se llevo a la suspension, se elimind el exceso de liquido
presionando y rotando el hisopo sobre las paredes del tubo por encima del nivel del liquido.
Se estrié la superficie del medio agar Mueller-Hinton, contenido en placas petri (Anumbra,
China) de 90 mm de diametro, en tres direcciones con 60° de diferencia entre ellas para
obtener una siembra uniforme en césped. Se dej6 secar la placa de 3-5 min. Posteriormente
se depositaron los discos de antibidticos en la placa petri, inoculada con la suspension
bacteriana, empleando una pinza (Bochem Stainless, Ingland) estéril. Los discos se
colocaron a una distancia no menor de 10 mm del borde de la placa y una separacion entre
ellos no menor de 30 mm para evitar la superposicion de los halos de inhibicién. Las placas
se incubaron a 35 + 2°C por un periodo de 16-18 h en una incubadora (Sartorius, China).
Como controles positivos se utilizaron amikacina y kanamicina

Los resultados se expresaron como el didmetro del halo de inhibicién del

crecimiento, expresado en mm.

Resultados y Discusion
Tamizaje fitoquimico de los extractos etéreo, alcohélico, acuoso, seco y tintura 20 %
de Bryophyllum pinnata.

Las propiedades farmacoldgicas de los extractos naturales obtenidos de plantas
medicinales dependen de la composicién de metabolitos secundarios y de la concentracién
de los mismos.

En la tabla 1, se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los

extractos y tinturas de hojas de Bryophyllum pinnata.
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo, etandlico y acuoso, la tintura al 20% y su

extracto seco

Metabolito Etéreo Etandlico Acuoso Tintura Extracto
(20%) Seco

Saponinas . + - + +
Flavonoides . + - N i
Aminoécidos libres . + . + +
Quinonas . +4+4+ . 4+ _
Triterpenos y/o . + . + B
Esteroides

Coumarinas + + . + +
Fenoles y/o Taninos . + . + +
Resinas . - . _ N
Antocianidinas . + . + +
Carbohidratos . + - + +
reductores

Mucilagos . - + . .
Alcaloides - +++ - e+ +
Acidos grasos + . . . .

Leyenda: (-)=> Ausencia (+)=>Presencia (++ Yy +++)=>Abundante (°)

=> No realizado

Como puede observarse existe una alta diversidad de familias de compuestos
quimicos en las hojas de esta planta. Cuando se realiza la extraccién alcohdlica se logra
una mayor diversidad de compuestos en comparacién con los extractos etéreo y acuoso,
resultado que indica que este solvente es el mas promisorio para extraer la mayoria de los
metabolitos secundarios, lo cual concuerda con los resultados practicos obtenidos por
diferentes investigadores.

Se puede apreciar en el extracto etandlico y la tintura una abundante presencia de
quinonas y alcaloides, metabolitos que podrian ser los responsables de las propiedades
medicinales atribuidas a esta planta.

Se comprueba ademas, que no hay presencia de resinas. Un aspecto importante es
que la composicién de los metabolitos es practicamente la misma en la tintura y el extracto
seco, a excepcion de las quinonas y de triterpenos y/o esteroides, que se encuentran en la
tintura y no en el extracto seco, esto pudiera estar dado a la descomposicion de estas
sustancias durante la obtencién del extracto seco.
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Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto seco y la tintura al 20% de
Bryophyllum pinnata

En la tabla 2 se muestran los resultados de la evaluacién de la actividad
antibacteriana de los extractos secos vy la tintura al 20% de hojas de Bryophyllum pinnata
(Siempreviva) frente a 3 cepas bacterianas. Los controles positivos presentaron halos de
inhibicion entre 18-23 mm de didmetro para todas las cepas evaluadas excepto para la
Kanamicina frente a P. aeruginosa donde el resultado que se obtiene es negativo, lo cual
coincide con lo establecido en la tabla de clasificacion de la susceptibilidad de los

microorganismos, publicada por el CLSI"™

, donde se especifica que las tres cepas
bacterianas evaluadas son susceptibles (S) a la Amikacina, para la Kanamicina se reporta
que la Escherichia coli (ATCC 113-3) y el Staphylococcus aureus (ATCC) son susceptibles
(S), mientras que la Pseudomona aerugiosa (ATCC) es resistente (R) a este antibidtico.
Puede observarse ademads, que el extracto seco a 400 pg/disco y la tintura al 20%
mostraron actividad antibacteriana sélo frente a la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC),
con halos de inhibicién de 7 y 9 mm de diametro respectivamente. Estos resultados y la
ausencia de halos de inhibicion alrededor del disco conteniendo DMSO y etanol al 70 %
(controles negativos), sugieren que las hojas de la Bryophyllum pinnata (Siempreviva)

poseen metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Tabla 2. Resultados de la evaluacién de la actividad antibacteriana de la tintura al 20% vy el

extracto seco de Bryophyllum pinnata.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Muestras S. aureus P.aeruginosa Escherichia coli
(ATCC) (ATCC 27853) (ATCC 113-3)

Extracto seco (400 pg/disco) 7 - -

Tintura 20% 9 - -

Amikacina 18 18 23

Kanamicina 18 - 23

Etanol 70 % - - -

DMSO - - -

Se pudo constatar una pequefia diferencia entre los valores de los halos de
inhibicion del extracto seco y la tintura al 20 %, esto pudiera ser debido a que la tintura al 20
% presenta en su composicidn quinonas, las cuales estan ausentes en el extracto seco, por
lo cual la tintura contiene una mayor concentracion de los metabolitos con actividad
antibacteriana.

Los resultados obtenidos son importantes por cuanto hay que tener en cuenta la
diferencia de concentraciones de los principios activos entre los discos de antibiéticos
comerciales y los que contienen los extractos secos y la tintura al 20 %. En este sentido, los

discos comerciales contienen el principio activo con altos niveles de pureza en tanto que
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para los discos de papel de filtro que contienen los extractos vegetales las concentraciones
empleadas se refieren a la masa de sustancias solubles en el solvente empleado. Para
lograr mejores resultados, se debe trabajar en el aislamiento y purificacion de los principios
activos y probar su verdadero potencial antibacteriano.

En un estudio realizado por Kaur y Arora, Guerra'® '°

, con tres especies vegetales
(Anethum graveolens, Foeniculum vulgare y Trachyspermum ammi) determinaron y aislaron
los componentes fitoquimicos de estas plantas y realizaron la evaluacién de la actividad
antibacteriana de ellos frente a Staphylococcus aureus y otras cepas de interés clinico.
Estos autores demostraron que las saponinas, fenoles y/o taninos, glucoésidos cardioténicos
y alcaloides eran responsables en alguna medida de las propiedades antibacterianas de los
extractos de las plantas evaluadas. Estos autores demostraron que frente a Staphylococcus
aureus so6lo las saponinas fueron efectivas. En este sentido es probable que en esta
investigacion se diera un fendmeno similar aunque se sabe que las familias quimicas estan
representadas por compuestos disimiles en familias botanicas diferentes e incluso en

especies diferentes de un mismo género.
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