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Resumen

El presente trabajo estuvo orientado a determinar los metabolitos secundarios y evaluar la
actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L. El material
vegetal fue recolectado de la provincia de Otuzco, region La Libertad, Perd. El extracto
etandlico de la raiz fue preparado mediante la técnica de extracciéon de reflujo con etanol al
70%. El tamizaje fitoquimico preliminar del extracto evidencid la presencia de catequinas,
lactonas, saponinas, compuestos fendlicos, taninos, quinonas, flavonoides vy
leucoantocianidinas. Para realizar el ensayo antimicrobiano se emple6 el método de difusion en
pozos segun Kirby- Bauer y se determind la concentracién inhibitoria minima mediante el
método de macro dilucién en agar. El extracto etandlico mostré actividad antimicrobiana frente
Escherichia coli y Staphylococcus aureus a todas las concentraciones ensayadas (5, 15 y
30%). Las concentraciones inhibitorias minimas fueron de 1,0 y 2,5 mg/mL para S. aureus y E.

coli respectivamente.
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extract of the root of Rumex crispus L.

Abstract

This study was performed to determine the secondary metabolites and evaluate the in vitro
antibacterial activity of ethanol extract of the root of Rumex crispus L. Plant material was

collected from the Otuzco province, La Libertad region, Peru. The ethanol extract of the root
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was prepared by the refluxing extraction technique with 70% ethanol. Preliminary phytochemical
screening of the extract showed the presence of catechins, lactones, saponins, phenolic
compounds, tannins, quinones, flavonoids and leucoanthocyanidins. The antimicrobial testing
was done using well diffusion method according to Kirby-Bauer and the minimum inhibitory
concentration was determined by agar macro dilution method. The ethanol extract showed
antimicrobial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus at all concentrations
tested (5%, 15% and 30%). The MICs were 1.0 and 2.5 mg/ml for S. aureus and E. coli

respectively.

Keywords: Antibacterial activity, Rumex crispus, secondary metabolites, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli.

Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud la resistencia antimicrobiana revela una gran
amenaza que puede afectar a cualquier persona de cualquier edad en cualquier pais [1].
Panorama que impulsa al hombre a la busqueda y descubrimiento de nuevas drogas con
eficacia terapéutica para la resolucion de los problemas de salud, donde los productos

naturales surgen como alternativas en el desarrollo de nuevos farmacos [2].

La familia Polygonaceae tiene distribucion cosmopolita, encontrandose en regiones de clima
templado, los tropicos y subtropicos. Esta conformada por un numero aproximado de 43
géneros y 1100 especies; de los cuales el género Rumex y Polygonum proporcionan el 90% de

las especies [3], hallandose en el Peru, 10 géneros y 73 especies [4].

Se ha evaluado el potencial de varias especies del género Rumex, como el extracto metandlico
de las raices de Rumex nepalensis, el cual posee actividad antimicrobiana contra S. aureus,
Streptococcus mutans, E. coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans [5]. Del mismo
modo, Rumex dentatus posee actividad antibacteriana, antifingica, citotdxica, antitumoral y
potencial alopatico [6]. De diferentes especies del género Rumex, han sido aislados
compuestos como el crisofanol y la parietina, efectivos fungicidas; ademas del nepodin,

compuesto con efecto antidiabético y actividad antimalarica [5,7].

Rumex crispus, comunmente conocida como lengua de vaca, patu cjallu, romaza o acedera, es
una hierba perenne, cuya raiz es usada tradicionalmente en el Peru para combatir la anemia,
aumentar el apetito, dermatosis, inflamaciones renales, enfermedades del higado, etc. [8-10].
En los Estados Unidos de América, los indios navajos y zuni la utilizaban para tratar ulceras
orales y cutaneas; asi como laxativo [11], y en el noreste patagénico de la Argentina se usa
como cicatrizante y estimulante [12]. Bajo este contexto es posible que los extractos etandlicos

de las raices de Rumex crispus puedan inhibir el crecimiento de diferentes cepas bacterianas.
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Materiales y Métodos
Material vegetal

El material vegetal se recolectd del distrito de Otuzco, provincia de Otuzco, regién La Libertad-
Peru, ubicado a 2645 msnm, con coordenadas geograficas de 7°54°10” latitud sur y 78°34'20”

longitud oeste, durante el mes de abril del 2014.

La identificacion de la especie fue realizada por el Bidlogo Eric Rodriguez Rodriguez, y un
ejemplar de la planta fue depositado en el Herbarium Truxillense (HUT), de la Universidad

Nacional de Trujillo con numero de depdsito 52886.

Preparacion del extracto etandlico

Las raices fueron seleccionadas, lavadas con agua potable y posterior inmersién
con hipoclorito de sodio al 2 % durante 10 min. Luego fueron cortadas en trozos pequefios y
secados en una estufa (Memmert) con circulaciéon de aire, a 40°C por 7 dias. Se trituraron las
raices con molino (Corona) y luego se pasaron a través de un set de tamices (Alphalabs). Se

trabajo con particulas de diametro menor que 3 mm [13].

El material pulverizado fue sometido a un proceso de extraccion alcohdlica, con la técnica de
reflujo (durante 2 horas). Se emplearon 50 g de muestra y 250 mL de etanol al 70%. El extracto
etandlico obtenido en este proceso, se filtr6 e inmediatamente, se concentré en el
rotaevaporador (Heidolph WB 2000) a presion reducida. Una vez evaporado el solvente, se
llevé a sequedad en una estufa a 40°C. Este fue almacenado en frascos de vidrio ambar a 4°C

hasta el momento de su utilizacion.

Tamizaje fitoquimico

Luego de la preparacion del extracto, se realizaron diferentes ensayos con reacciones quimicas
de identificacion, para determinar la presencia de metabolitos secundarios: catequinas
(catequinas), lactonas (Baljet), triterpenos y esteroides (Liebermann-Burchard), saponinas
(espuma), compuestos fendlicos (cloruro férrico), taninos (gelatina), quinonas (Borntrager),
flavonoides (Shinoda), cardendlidos (Kedde), leucoantocianidinas (Rosemhein) y alcaloides
(Dragendorff, Mayer y Wagner) [13-14].

Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto

Se empled el método de difusién en pozo segun Rodriguez [15] con algunas modificaciones.
Se realiz6 la siembra de los microorganismos S. aureus (ATCC 25923) y E. coli (ATCC 25922),
previamente ajustados a la escala de Mc Farland 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL) en agar Mueller-
Hinton. Luego, con la ayuda de un sacabocado, se realizaron 4 perforaciones de 11 mm de

diametro, donde se colocaron 200 uL de los extractos etandlicos disueltos en dimetilsulféxido
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(DMSO) a las concentraciones de 5%, 15% y 30 % p/v y del control negativo DMSO. En placa
aparte se realizaron tres perforaciones con las medidas antes mencionadas donde se
colocaron 200 pL del control positivo (gentamicina 10 pg/mL). Se incubaron las placas a 37 °C,
por un periodo de 24h. Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedié a medir los halos de
inhibicién de los extractos y controles positivo y negativo, utilizando una regla milimetrada.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

La CIM se determin6é mediante el método de dilucion en agar en microplacas de fondo plano de
24 pozos, donde se colocaron en cada pozo las diferentes concentraciones del extracto (5
mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL y 0,1 mg/mL) disueltos en medio de
cultivo (MGeller-Hinton). Luego en cada pozo se sembraron 2 uL de cultivo bacteriano (E. coliy
S. aureus) ajustada a la escala de Mc. Farland 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL). Se empleé como
control negativo DMSO y como control positivo gentamicina 10 ug/mL. Después de 24 horas de
incubacion a 37°C, las microplacas, se examinaron visualmente. Se consideré la CIM a la
menor concentracion del extracto a la cual el microorganismo ensayado no presenté desarrollo

visible. Todos los ensayos se realizaron por triplicado [16].

Resultados y Discusion

En la tabla 1 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado al extracto etandlico
de la raiz de R. crispus, donde se observa una gran variabilidad de metabolitos secundarios
presentes en este extracto como: catequinas, lactonas, saponinas, compuestos fendlicos,
taninos, quinonas, flavonoides y leucoantocianidinas, encontrandose una alta intensidad de
saponinas, compuestos fendlicos, taninos y quinonas. Estos metabolitos secundarios coinciden
con lo reportado en otros trabajos de investigacion realizados a esta especie [17] y a otras
especies del género Rumex [18-20], lo cual justifica la utilidad de esta planta en la cura de

diversas afecciones [6,7].

En la tabla 2 se observan los valores promedios de los halos de inhibicion de los extractos
etandlicos de la raiz de R. crispus a las diferentes concentraciones (5%,15% y 30% p/v) frente
a S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922, siendo la concentracion de 30% p/v la que
presenté mayores promedios de halos de inhibicién de 25,3+0,58 mm y 17,2+0,29 mm frente a

S. aureus y E. coli respectivamente.
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L.

Metabolito secundario Ensayos Resultado
Catequinas Catequinas +
Lactonas Baljet +
Triterpenos y esteroides | Liebermann - Burchard -
Saponinas Espuma +++
Compuestos fendlicos Cloruro férrico +++
Taninos Gelatina +++
Quinonas Borntrager +++
Flavonoides Shinoda +
Cardendlidos Kedde -
Leucoantocianidinas Rosemheim +
Dragendorff -
Mayer
Alcaloides Wagner )

Intensidad: (+): poca; (++): moderada; (+++): alta.

Identificacion: (+): presencia (-): ausencia

Tabla 2. Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L.
frente a S. aureus (ATCC 25923) y E. coli (ATCC 25992). Halo a las 24 horas®.

Halo de inhibicién (mm) discos de 6mm de diametro* (mZIImL)
Microorganismo Concentracion del extracto Control Control
etandlico positivo negativo
5% 15% 30 % gentamicina DMSO
10 yg/mL
S. aureus 19,740,58 | 21,8+0,29 | 25,3+0,58 | 30,3:0,58 - 1,0
E. coli 12,8£0,29 | 15,3+0,58 | 17,2£0,29 | 28,8+0,29 - 2,5

*: Promedio del halo de inhibicién de 3 placas y desviacion estandar.

Por otro lado el control negativo (DMSO) no presenté halos de inhibicién, lo que indica la
inocuidad del solvente frente a estos microorganismos. Asimismo el control positivo

(gentamicina 10 pg/mL) presenté promedios de halos de inhibicién que, segun el Comité
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Nacional de Normas de Laboratorio Clinico, estarian catalogados como sensible frente a estos

microorganismos ensayados [21].

En cuanto a la concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico, los valores fueron

de 1,0y 2,5 mg/mL frente a S. aureus y E. coli respectivamente.

Si bien es cierto, no existen trabajos previos de indole antibacteriana con respecto a la raiz de
la especie en estudio, si existen en referencia a otras partes de la planta como hojas y semillas,
las cuales evidencian actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas [22]. Asimismo los extractos de las raices de otras especies del género Rumex

exhiben un amplio espectro de actividad antibacteriana [5, 6, 23].

Por otra lado, Ramirez (2007) reporté que los extractos y fracciones de la raiz de R.
conglomeratus presentan concentraciones inhibitorias minimas de 50 a 100 yg/mL frente a S.
aureus [24], concentraciones que se encuentran por debajo de lo reportado en la presente

investigacion.

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de la raiz de R. crispus, como
compuestos fenolicos, flavonoides, quinonas, taninos y saponinas pueden adjudicarle la
actividad antibacteriana. Esto debido a que, los flavonoides por tener en su estructura quimica
un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos, penetran facilmente a través de la membrana
celular bacteriana, se combinan y precipitan las proteinas protoplasmaticas desnaturalizandolas
y actuando como venenos protoplasmaticos [25]. De igual manera, las quinonas presentan un
rango amplio de accion, actuando posiblemente sobre las adhesinas expuestas en la superficie
de las bacterias, sobre los polipéptidos de la pared celular y sobre las enzimas unidas a
membranas [26]. Asimismo, los taninos pueden inhibir las enzimas microbianas extracelulares
[27]. Por otro lado, las saponinas son un grupo de sustancias glicosidicas que se disuelven en
agua y poseen la propiedad de formar espuma al agitar la solucién. Se cree, que la toxicidad de
las saponinas es debido a su capacidad de formar complejos con esteroles de las membranas
celulares, produciendo grandes poros en las mismas y alterando su permeabilidad, por lo que

la célula se lisa, ocasionando la ruptura de las membranas bacterianas [28].

Conclusiones

El extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L. presenta metabolitos secundarios como

catequinas, lactonas, saponinas, antocianidinas, fenoles, taninos, quinonas y flavonoides.

El extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L., a las concentraciones de 5%, 15% y 30%,
presenta actividad antibacteriana in vitro frente a S. aureus y E. coli, con CIM de 1,0 mg/mL y

2,5 mg/mL, respectivamente.
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