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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE EXTRACTOSY FRACCIONESDEL RUIBARBO
(Rumex conglomeratus)

RESUMEN

Los extractos y fracciones etanélicos de las raices, hojas y espigas del Rumex
conglomeratus presentaron actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923. La fraccién etérea de espigas fue activa contra Escherichia coli
ATCC 25922. Las contraplacas de la bioautografia tratadas con fluorescencia y
vapores de amoniaco sugieren la presencia de flavonoides y quinonas.
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The ethanolic extracts and fractions from roots, leaves and spikes of Rumex
conglomeratus presented inhibitory activity against Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Etheredl fradtion of soikeswas active againg Escherichiacoli ATCC 25922.
The Bioautography plates treated with fluorescence and ammoniac steam

suggested the presence of flavonoids and quinones.
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1. INTRODUCCION

La utilizacion de plantas medicinales en nuestro medio, y €
hecho que en gran cantidad de vegetdes se encuentran
principios activos empleados en d tratamiento de diversas
enfermedades, ha incrementado € interés por su estudio. La
OMS (Organizacion Mundiad delaSdud) estimaque e 80% de
los més de 4.000 millones de habitantes de latierra confian en
las medicines tradicionales para suplir sus principaes
neces dades de salud.

La activided antimicrobiana de los extractos vegedes y
productos neturdes ha revedado @ potencid de las platas
superiores como fuente de agentes anti-infectivos
permitiendo de esta manera un avance d uso empirico de las
espedies vegeta esmedicinaes con unabase cientifica[1].

Muchos paises se han involucrado en la obtencion de
medicamentos a partir de las plantas. A su vez, laOMS ha
estimado que & 80% de los habitantes de los paises en via
de desarrollo dependen de las plantas medicindes para
satisfacer sus necesidades de atencién primaria de
salud [2]; los paises tercermundistas poseen los primeros
lugares en estos programas de estudio para garantizar la
obtencion de preparados asequibles a toda la poblacién.
Paises como Cuba, han establecido un plan para mejorar la
salud en la poblacién. Esto abarca la erradicacion y
prevencion de gran cantidad de enfermedades mediante
el uso de medicamentos aternativos obtenidos de
plantas, los cuales son de bao costo con alta
disponibilidad [3].

El Ruibarbo pertenece a la familia poligonadcea que
contiene derivados de metilantraceno, quinonas, y
compuestos fendlicos que han sido reportados como.
antibacterianos promisorios. En Colombia se usa la
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infusién del ruibarbo para e tratamiento de diarreas y
lesiones de la pid principamente. Por esta razéon en €
presente trabajo se quiso validar su efecto antibacteriano

2.MATERIALESY METODOS

2.1 Material vegetal

La recolecciéon del materia vegeta (Rumex
conglomeratus) sano se realizd en varios sectores en la
via a nevado del Ruiz a una altitud de 2700 m.s.n.m.
Un gemplar se encuentra en € Herbario Nacional de
Colombia con el nimero voucher COL 347185.

2.2 Méodo de extraccion

El material recolectado se secd a ambiente por 10 dias,
luego se separd en raices, hojas y espigas. Se molié hasta
obtener 1000 g de polvo uniforme. Se deposité cada parte
de la planta en un frasco con etanol a 95% a temperatura
ambiente, cubriendo la totdidad del materid y haciendo
pasar @ solvente repetidas veces por € material, seguido de
unafiltracion en frio hasta la obtencidn del extracto incoloro.
El homogenizado obtenido fue concentrado en
rotaevaporador a preson reducida, € cual se sometié a
fraccionamiento liquido-liquido con éter de petréleo,
decantando y extrayendo sustancias poco polares. Al
residuo se le adiciond 20 mL de diclorometano durante 5
veces con agitacion continua, decantando y llevando a
sequedad en evaporador rotatorio hasta obtener la
fraccion en diclorometano. A las fracciones anteriores se
les realiz6 bioautografia en CCD, pruebas de actividad
antibacteriana y determinacién de la concentracion
minimainhibitoriaMIC.

Las fracciones en diclorometano y etérea se sometieron a
separacion en cromatografia de columna sobre silica gel
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con diferentes solventes, obteniéndose seis fracciones en
cada caso; a cada una de las cudes se les realizaron
pruebas de sensibilidad y bioautografia en CCD. A las
fracciones que dieron actividad antibacteriana promisoria
se les redlizaron pruebas de caracterizacion quimica, para
identificacion de fenoles, enlaces glicosidicos y quinonas.

2.3 Evaluacién dela actividad antibacteriana

Se determiné la actividad antibacteria del extracto
etandlico total seco y fracciones etéreas y diclorometano
utilizando las cepas de microorganismos Gram positivos
Saphylococcus aureus, Gram negativos Escherichia coli
y Pseudomonas aeruginosa, utilizando € método de
difusion en agar.

Se prepard € inoculé de cada bacteria gjustada a tubo 0,5
de MacFarland equivalente a 1x10° UFC/mL. En € centro
de la cga de petri con agar Mudler Hinton solidificado, se
redizd una perforacion con sacabocado (0.5 cm de
didmetro), con ayuda de una pipeta se adicionaron 10 uL de
agar parasdlar d pozo. Se sembrd unabecteria Gram positiva
y dos Gram negativas en cajas independientes y luego se
adicion6 en € pozo una concentracion de 500 ug/mL de
extracto etandlico. De igua forma se ensayd para las
fracciones etérea y en diclorometano. Las placas se
incubaron y observaron a 37 °C por 24 horas para
determinar inhibicion del crecimiento.

2.3.1 Medio de cultivo

Se utilizo agar Mueller-Hinton, teniendo en cuenta que en
este medio crecen bien la mayor parte de las bacterias
patdgenas. Se adicionaron 20 mL por placa, posteriormente
s slidifico y redizaron cinco perforaciones por caja con
ayuda de sacabocado.

2.3.2 Controles

Como control positivo se utilizé ampicilina 10 pg/mL
para Saphylococcus aureus y Escherichia coali,
gentamicina 10 ug/mL para Pseudomonas aeruginosa y
DM SO como control negativo.

2.3.3 Preparacion del inéeulo

A partir de una placa de cultivo en crecimiento activo con
ayuda de un asa bacterioldgica se tomaron cinco colonias y
se inocularon en solucion sdina estéril, gustando € indeulo a
una turbidez equivalente a 0,5 en escda de MacFarland,
incubandose a 35 °C durante 24 horas.

2.4 Inoculacion de cajas

Transcurridas 24 horas, se comprobo la concentracion y
viabilidad de las células por medio de dilucion en placa. se
prepard e extracto a una concentracion de 500 pg/mL. Las
cepas utilizadas se adquirieron en € Ingtituto Naciona de
Salud identificadas como Escherichia coli ATCC 25922
(American Typed Culture Colective), Saphylococcus
aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Estas cepas lidfilizadas se recondtituyeron con 10
mL de caldo nutritivo, incubadas a 37 °C por 24 horas. Para
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la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizaron dos
métodos.

2.4.1 Método uno

Se toman 0.5 mg de cada extracto y se diluyen a1 mL
con DMSO, se mezclaron 1 mL de la suspension
bacteriana y 20 mL de agar Mueller Hinton fundido a
45 °C y a un pH entre 7.2 y 7.4. Después de
solidificado el medio se abrieron 3 pozos con un
sacabocados de 0.5 cm de diametro, posteriormente se
sello con 10 uL de agar en el fondo y se colocaron en
cada pozo 20 uL de cada uno de los extractos a una
concentracion de 500 ug/mL. Se incubo a 37 °C por
24 horas y luego se evalud el crecimiento de los
microorganismos alrededor del pozo.

2.4.2 Método dos

Con d fin de evauar la difusibilidad del extracto, se
colocaron 2 mL del extracto en una cga de petri estéril, se
adicionaron 20 mL de agar Mueller Hinton a 45 °C, sedgo
solidificar y luego se hicieron tres pozos con sacabocados,
en cada pozo se coloco 15 ul de la suspension bacterianade
cada una de las cepas a evaduar. Se incubaron a 37 °C,
durante 24, 48 y 72 horas, €fectuando las lecturas
correspondientes. Se redizaron dos mediciones desdela linea
que define d hdo de inhibicion de un lado d atro d tamefo dela
inhibiddn y < tomo como resultado @ valor promedio de estas
mediciones paracacular € porcentgie deinhibicion rdativo.

(D. halo del extracto - D. halo blanco)

% Inhibicion =
° (D. halo control positivo - D. halo blanco)

x 100

Diametro ddl control = Ampicilina30 mm
Diametro ddl blanco=DMSO 5 mm

2.5 Bioautogr afia

Los extractos que dieron postivos por los métodos
anteriores, se les redizaron hioautografias por € método
antisandwich sembrando dos placas cromatogréficas de 7
cm de largo x 2.5 cm de ancho con cada uno de los
extractos. Se corri6 e extracto etandlico en acetato de etilo,
la fraccion etérea en diclorometano y la fraccion en
diclorometano en la mezcla diclorometano-metanol (9:1).
Luego se colocd cada una de las placas en contacto con la
cagjaque contenia 1 mL de la suspensién bacterianay 20 mL
de agar Muedller Hinton previamente solidificado, de tal
forma que la silica gel con € extracto corrido quedaba en
contacto con € agar. Se incubd a 37 °C por 24, 48y 72
horas. Y luego se evalud la presencia de halos de inhibicion
en lacgadecultivo.

También se determind la concentraciébn minima
inhibitoria (CMI) empleando el método de diluciones
seriadas dobles en medio liquido. Se empled caldo
triptona soya como medio de cultivo. La concentracion
donde no se observo crecimiento bacteriano fue tomada
como laCMI
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3.RESULTADOSY DISCUSION

Los extractos y fracciones de hojas, raices y espigas del
Rumex conglomeratus mostraron actividad inhibitoria
contra Staphylococcus aureus y la fraccion etérea de
espigas, también inhibi6 € crecimiento de Escherichia coli
lo cua fue comprobado por ambos métodos. Aunque es
menos eficiente € método dos ya que la cantidad de
extracto que se utilizaes muy ata.

3.1 Evaluacion dela actividad antibacteriana

Las pruebas de actividad antibacteriana realizadas por
bicautografia muestran que en el extracto etandlico de
raices se encuentra un halo de inhibicién en el punto
de aplicacion y otro con Rf 0.68. Esta Ultima mancha
de baja polaridad manifiesta actividad incrementada en
la fraccion etérea, debido a un aumento en la
concentracién, mientras que desaparece en la fraccion
en diclorometano. El halo de inhibicién que se observd
en el punto de aplicacién fue constante en las 3 placas,
pero su actividad fue incrementada en la placa en
diclorometano por presentar un halo de mayor
didmetro.

En la figura 1 se presentan los porcentajes de
inhibicion de los extractos etandlico, etéreo y en
diclorometano contra Staphylococcus aureus a
500 pg/mL.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion extracto etandlico, etéreo y
diclorometano de Rumex conglomeratus frente a Staphylococos
aureus.

La actividad antibacteriana de Rumex conglomeratus no
depende de un solo compuesto, ya que en |as bioautografias
de cada unos de los drganos se observaron haos de
inhibicion correspondientes a compuestos de diferente
polaridad.

El compuesto de baja polaridad andlizado en raices, hojasy
espigas de lafraccion etéreadd ruibarbo es diferente ya que
dichas fracciones fueron corridas en diclorometano y sus Rf
tienen valores de 0.6, 0.23 y 0.51, respectivamente. Ademas,
e compuesto de bgo polaridad presente en la fraccién
etérea de espigas fue € Unico que presentd actividad contra
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y las de raices y
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hojas solo presentan actividad contra Saphylococcus
aureus.

La tabla 1 muestra la concentracién minima inhibitoria de
los extractos etandlicos, fracciones etérea y en
diclorometano de hojas, raices y espigas de Rumex
conglomeratus frente a Staphylococcus aur eus.

MUESTRA CMI (ug/mL)
500 | 250 | 150 | 100 | 50
HOJAS Extracto + + + -
Etandlico
Fraccion Etérea + + + -
Fraccion + + + -
Diclorometano
RAICES | Extracto + + + -
Etandlico
Fraccion Etérea + + + + -
Fraccion + + + -
Diclorometano
ESPIGAS | Extracto + + + -
Etandlico
Fraccion Etérea + + + -
Fraccion + + + -
Diclorometano

Tabla 1. Concentracion Minima Inhibitoria.

En lafraccion etérea de espigas € compuesto responsable de
la activided inhibitoria frente a Escherichia coli vy
Saphylococcus aureus es e mismo y aparece con un valor
de Rf de 0.51 en un sstema de CCD-silicagel-CH,Cl».

En espigas, los compuestos responsables de la inhibicidn se
concentran en la fraccién en diclorometano y comparando
raices, hojas y espigas, estas Ultimas presentan mayor
actividad antibacteriana contraria a la creencia popular que
usan las hojas para combatir infecciones. Sin embargo la
CMI més bgja frente a S aureus se presenta en € extracto

etéreo de raices 100 (pg/mL)

De acuerdo con la separacidn por cromatografia en columna
del extracto proveniente de las hojas, donde ninguna de las
fracciones obtenidas como F1 a F6 dio podtivas en la
bicautogrefia, pero en d extracto tota hace suponer un efecto
sinérgico.

En e presente trabgjo se encontraron actividades
inhibitorias hasta el 68% en el extracto en diclorometano
de espigas frente a Staphylococcus aureus lo cua
puede sugerir una buena fuente de productos potenciales
como antibacterianos frente a microorganismos Gram
positivos, en tanto que el porcentgje deinhibicion frentea
microorganismos Gram negativos no supero e 50%, en
ninguna de las partes evaluadas. Lo anterior esta de
acuerdo con muchas investigaciones donde se demuestra
gue los microorganismos Gram positivos son mas
sensibles que los Gram negativos.

Los compuestos activos aparecen en un ato grado de
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polaridad, lo cua es consistente con la descripcion quimica
donde se hace referencia a compuestos tales como quinonas y
flavonoides. Esto se confrontd con pruebas quimicas
preliminares redizadas que demostraron la presencia de etos
compuestos en las fracciones eva uadas.
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