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Resumen

Objetivo: Evaluar la composicion fitoquimica y las propiedades antibacterianas de extractos de hojas de Ricinus
communis L.

Materiales y Métodos: Se utilizaron hojas de plantas adultas para realizar las extracciones en etanol al 90 % y agua
destilada. Se determind cualitativamente la presencia de flavonoides, terpenoides, taninos, saponinas, esteroides,
cumarinas, antraquinonas y glucdsidos cardioténicos. Se cuantificaron los contenidos de fenoles, solubles y fijados a
las paredes, azucares reductores y proteinas solubles totales. Las actividades antibacterianas del extracto etandlico se
evaluaron por la técnica de los pocillos en las bacterias Gram negativas Escherichia coli ATCC 25922, Proteus sp. 'y
Klebsiella pneumonie 'y en la Gram positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Resultados: Se observo en ambos solventes abundante presencia de flavonoides, terpenoides y taninos, y menor
existencia de esteroides, saponinas y cumarinas. El contenido de fenoles totales fue de 56,5 mg g (masa fresca). El
extracto etanolico mostrd los mayores valores de azticares reductores y proteinas solubles y de actividad antibacteriana
frente a S. aureus 'y Proteus sp. El efecto inhibitorio fue menor en las bacterias Gram negativas E. coli y Klebsiella sp.

Conclusiones: Las hojas de R. communis poseen compuestos bioactivos con propiedades antibacterianas. Los
extractos mostraron potencial para controlar enfermedades infecciosas, por lo que resulta de interés promover otros
estudios que permitan desarrollar su utilizacion en la medicina tradicional.

Palabras clave: bacterias patdgenas, bioquimica, metabolitos secundarios
Abstract

Objective: To evaluate the phytochemical composition and antibacterial properties of Ricinus communis L. leaf
extracts.

Materials and Methods: Leaves from adult plants were used for extractions in 90 % ethanol and distilled water. The
presence of flavonoids, terpenoids, tannins, saponins, steroids, coumarins, anthraquinones and cardiotonic glycosides
was qualitatively determined. The contents of phenols, soluble and fixed to the walls, reducing sugars and total soluble
proteins were quantified. The antibacterial activities of the ethanolic extract were evaluated by the well technique on
Gram-negative bacteria Escherichia coli ATCC 25922, Proteus sp. and Klebsiella pneumonie and on Gram-positive
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Results: Abundant presence of flavonoids, terpenoids and tannins was observed in both solvents, and lesser presence
of steroids, saponins and coumarins. The total phenol content was 56,5 mg g-1 (fresh mass). The ethanolic extract
showed the highest values of reducing sugars and soluble proteins and antibacterial activity against S. aureus and
Proteus sp. The inhibitory effect was lower on Gram-negative bacteria E. coli and Klebsiella sp.

Conclusions: R. communis leaves have bioactive compounds with antibacterial properties. The extracts showed
potential to control infectious diseases, so it is of interest to promote further studies to develop their use in traditional
medicine.

Keywords: pathogenic bacteria, biochemistry, secondary metabolites
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Ricinus communis L. (higuereta) es una espe-
cie de la familia Euphorbiaceae, que se utiliza en
la medicina tradicional para tratar diversas enfer-
medades infecciosas (Kebede y Shibeshi, 2022).
Se considera un recurso forrajero no convencional
por su valor proteico-energético y la alta degradabi-
lidad ruminal que presenta (Ramirez et al., 2017;
Palma-Garcia, 2018). Recientemente, Ramirez-
Navarro et al. (2020) demostraron que su inclusion
en las dietas para ovinos no afectaba los indica-
dores productivos, por lo que la consideran como
una alternativa nutricional.

En los estudios fitoquimicos con extractos de
hojas, raices y corteza de R. communis se ha sefala-
do la presencia de metabolitos secundarios (flavo-
noides, terpenos, saponinas, taninos, glucosidos y
alcaloides). Estos compuestos poseen los principios
activos que constituyen la base de las propiedades
bioldgicas utiles para el sector agropecuario y
médico-farmacéutico (Rashmi et al., 2019; Nawaz
et al., 2022). Sin embargo, el perfil fitoquimico de
las plantas depende de numerosos factores, entre
los que se destacan las condiciones edafoclimati-
cas, la variedad y el genotipo (Rahul et al., 2022),
por lo que es necesario realizar estudios con la flora
local con el propésito de corroborar si se mantienen
las potencialidades para su uso en el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Es por ello que el objeti-
vo de esta investigacion fue evaluar las propiedades
fitoquimicas y antibacterianas de extractos de hojas
de R. communis.

Materiales y Métodos

Localizacion. Los estudios se realizaron en los
laboratorios del Centro de Estudios Biotecnoldgicos
(CEBIO) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de 1a Universidad de Matanzas, Cuba.

Seleccion, identificacion y caracterizacion del
material vegetal. Las plantas de R. communis se
obtuvieron del Jardin Botanico de la Universidad
de Matanzas, localizado en las coordenadas,
23°02'06"N 81°30'36"0 / 23.034377-81.507485.
La identificacion taxonomica se realizd por
especialistas de esta entidad a partir del herbario y
de los caracteres morfologicos in situ. Se seleccionaron
2,5kgdehojas frescasde 15 plantasadultas, quetenian
entre 2,0 y 2,5 m de altura. Las plantas no presentaban
danos mecanicos, sintomas de enfermedades o
ataque de plagas. La colecta se realizod en febrero
de 2019 en el horario comprendido entre 8:00 y
9:00 a.m. La temperatura promedio del mes fue de
21,5 °C. El suelo del area se clasifica como Ferralitico
Rojo tipico.

Preparacion de los extractos. Las hojas se la-
varon con agua destilada y se secaron durante 48 h
en una estufa de circulacién natural a 45 °C. El
material seco se trituré a un tamafio de particula
de 1 mm, con la ayuda de un molino eléctrico. Los
extractos se prepararon a partir de 100 g de mues-
tra y 2 L de solvente; los alcohdlicos con etanol al
90 % y los acuosos con agua destilada. Las mezclas
se colocaron en agitacion sobre una zaranda orbital
(HDL®APPARATTUS) a 160 r.p.m. durante 24 h'y
después se filtraron con papel Whatmann # 40. Los
sobrenadantes se almacenaron en frascos ambar a
4 °C. Los solidos remanentes se volvieron a homoge-
nizar en 1 L durante otras 24 h. Una vez filtrados,
los sobrenadantes obtenidos se adicionaron a los
anteriores.

Los extractos se concentraron al vacio con el
auxilio de un rotoevaporador (Heidolfph, Alemania).
Los sedimentos se colocaron en placas Petri y
se secaron en una estufa a 50 °C (Mohammed et
al., 2013). Los solidos secos se almacenaron en
frascos ambar hasta su utilizacién en los estudios
fitoquimicos y en las pruebas microbiolégicas.

Determinacion cualitativa de los metabolitos
secundarios. La determinacion de los metabolitos
secundarios se realizd segun el procedimiento
descrito por Chigodi et al. (2013). Los contenidos se
evaluaron de manera cualitativa mediante el sistema no
paramétrico de cruces (MINSAP, 1997): +++ = abun-
dante, ++ = moderado, + = bajo, - = ausencia (tabla 1).

Contenido de azucares reductores (AR). Se
determiné por el método del acido dinitrosalicilico
con la utilizacién de la D-glucosa (Sigma) como pa-
tron (Miller, 1959). La absorbancia se midi6é a una
longitud de onda de 456 nm.

Contenido de proteinas solubles totales (PST).
Se determiné colorimétricamente por el método de
Lowry et al. (1951) con albiimina de suero bovino
(BSA) como patrén. Los valores de absorbancia se
midieron a una longitud de onda de 750 nm y las
concentraciones (mg ml!) se determinaron a través
de una curva patron.

Contenido de fenoles solubles, ligados a la pared
v totales. La extraccion de los fenoles se realizd
segun el método descrito por Quifiones-Galvez et
al. (2021). Para los fenoles solubles se mezclaron
100 mg de muestra en 1 ml de metanol. La suspension
se agitd vigorosamente en un equipo vortex
(IKA® Vortex 3). Luego se centrifugd a 15 000 r.p.m.
durante 5 min. para colectar el sobrenadante.

La extraccion de los fenoles ligados a la pared
celular se realizo a partir del precipitado obtenido
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Tabla 1. Procedimientos para determinar los metabolitos secundarios.

Resultado positivo

A 100 mg de extracto seco se adiciona 1 ml de
NaOH 0,1 mol L' y después se agrega igual

Se mezclan 100 mg de extracto seco con 1 ml de
cloroformo y 2 ml de H,SO, concentrado.

A 100 mg de extracto seco se adicionan 2 ml de
agua destilada. La mezcla se calienta en bafio
Mariay se filtra. Al sobrenadante se le adicionan
dos gotas de una disolucion de cloruro férrico al

A 100 mg de extracto seco se afiaden 3 ml de
agua destilada y se agita vigorosamente.

Se mezclan 100 mg de extracto seco con 3 ml de
CHCI,. Se adicionan 2 ml de H,SO, concentrado

Se mezclan 100 mg de extracto seco con 3 ml de
agua destilada. La mezcla se agita y se filtra. A
1 ml del filtrado se adiciona 1 ml de NaOH al 10 %.

Se mezclan 200 mg de extracto seco con 3 ml
de HCI al 10 %. La mezcla se calienta a 100 °C
durante tres minutos en baflo Maria y se filtra.
El sobrenadante se deja enfriar hasta alcanzar
temperatura ambiente y se le adicionan 3 ml de
CHCI, y unas gotas de disolucion de amonio al
10 %. Esta mezcla se vuelve a calentar en bafio

Se mezclan 200 mg de extracto seco con 5 ml de
agua destilada. La mezcla se agita y se filtra. A 3
ml del sobrenadante se adicionan 2 ml de acido

Metabolitos Ensayo Reactivos/procedimiento
. Prueba del hidréxido
Flavonoides de sodio
volumen de HCL 0,1 mol L.
Terpenoides Prueba de Salkowski
. Prueba del cloruro
Taninos -
férrico
5 % en metanol (1:1).
Saponinas Prueba de la espuma
Esteroides Prueba de Salkowski
por los lados del tubo de ensayo.
. Prueba del hidroxido
Cumarinas .
de sodio
Antraquinonas Prueba del amonio
de Maria durante tres minutos.
Glucésidos Prueba de Keller
cardiotonicos Kiliani

acético glacial, que contiene una gota de cloruro
férrico al 1 % y 1 ml de H,SO, concentrado.

Color amarillo

Color rojizo-pardo

Color verde oscuro o
azul oscuro

Formacion de espuma
persistente

Color rojo en la capa
superiory verde en la
capa de H,SO,

Color amarillo

Color rosado

Anillo pardo en Ia
interfase junto a un
anillo parpura por
debajo.

Se adicionaron

en el procedimiento anterior.
250 ml de hidroxido de sodio, 2 mol L al solido
remanente y se homogenizd con ayuda de un
vortex. Posteriormente la mezcla se neutralizé con
igual volumen de acido clorhidrico (2 mol L) y se
volvié a centrifugar en iguales condiciones para
obtener el sobrenadante. Las concentraciones de
los fenoles solubles y ligados a la pared celular
se determinaron colorimétricamente con el uso
de acido clorogénico (0,05 mol L) como patron.
Los valores de absorbancia se obtuvieron en un
espectrofotometro, a longitud de onda de 725 nm
Ultrospect 2000 (Pharmacia Biotech, Suecia).
Actividad antibacteriana. La actividad antibac-
teriana in vitro del extracto etandlico se evalu6 ante
la bacteria Gram positiva S. aureus ATCC 25923 y
las bacterias Gram negativas E. coli ATCC 25922,
Proteus sp. y K. pneumonie. El ensayo se realizod
por el método de difusion en pocillos, segtn el pro-
cedimiento descrito por Kebede y Shibeshi (2022).

Las cepas se rejuvenecieron previamente
en un medio de caldo cerebro-corazén a 37 °C.
Con posterioridad, se inocularon en un medio de
caldo Mueller-Hinton con la ayuda de un hisopo
estéril y se incubaron a 37 °C hasta obtener una
turbidez equivalente al tubo a 0,5 en la escala de
McFarland. Los pocillos se realizaron con la ayuda
de un horadador estéril de 8 mm de diametro y
se les adicion6 100 pL (200 mg ml!) de extracto
(Arekemase et al., 2019). Similar volumen se utilizé
en los controles. Todas las placas se incubaron
durante 18 h a 37 °C.

Como control negativo se utilizo la disolucion
hidroalcoholica, con la que se preparo el extracto
etandlico. Como control positivo se tomaron los
antibidticos cefalexina 30 pg para S. aureus (Gram
positiva) y amikacina 30 pg para las Gram negati-
vas. La actividad antibacteriana se obtuvo a partir
del diametro de la zona de inhibicion del crecimien-
to bacteriano (Voleti et al., 2022).
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Analisis estadistico. La determinacion cuali-
tativa de los metabolitos secundarios, la actividad
antibacteriana y las lecturas de absorbancia para la
cuantificacion de los azucares reductores, proteinas
solubles totales y fenoles se realizaron por triplica-
do. Los datos se procesaron con el paquete estadis-
tico Statgraphic plus 5.1 sobre Windows, después
de comprobar que los dados se ajustaban a una dis-
tribucion normal mediante la prueba de bondad de
ajuste Kolmogorov-Smirnov. Para la homogeneidad
de varianza se realizaron las pruebas de Bartlett.
Para la comparacioén entre las medias se realizé un
analisis de varianza de clasificacion simple, y para
determinar la actividad antimicrobiana la prueba de
rangos multiples de Tukey. A los datos referidos al
contenido de proteinas solubles totales, azucares re-
ductores y fenoles, que no cumplieron las premisas
antes sefaladas, se les realiz6 la prueba de Krus-
kal-Wallis, con un nivel de confianza de 95 %. Para
la comparacion entre las medias se aplico la prueba
de Student Newman-Keuls (p < 0,05).

Resultados y Discusion

Estudio fitoquimico. Los extractos acuosos
y etanodlicos de hojas de R. communis mostraron
abundantes compuestos terpenoides y taninos (tabla
2). Los flavonoides se detectaron de forma notable
en el extracto etandlico y moderados en el acuoso.
Aunque en concentraciones menores, las cumarinas
prevalecieron en el extracto acuoso. Los esteroides

y las saponinas fueron otros de los metabolitos
hallados como traza en ambos extractos. No
se encontraron antocianinas, antraquinonas o
glucosidos cardiotonicos.

Los contenidos de proteinas solubles totales y
azucares reductores fueron superiores en el extracto
etanolico (p < 0,05). Las variaciones con relacion al
contenido relativo de los metabolitos se atribuyeron
a las diferencias que existen en sus polaridades.

Estos resultados coinciden con estudios en los
quetambiénseencontrd presenciadetaninos,saponi-
nas, esteroides, terpenos y flavonoides (Maldonado-
Santoyo y Morales-Lopez, 2022; Wadankar ef al.,
2022). En contraste con los resultados de esta in-
vestigacion, Nawaz et al. (2022) hallaron glucoési-
dos cardiotonicos y antocianinas, lo que puede estar
asociado a diversos factores, como el genotipo, las
condiciones edaficas y climaticas, la edad fisiologi-
ca de la planta, el momento de colecta y las técnicas
utilizadas para la extraccion y deteccion de los me-
tabolitos secundarios (Rahul et al., 2022).

La presencia de los metabolitos en los extractos
de R. communis ratifican que esta planta es una fuente
potencial de sustancias bioactivas, con aplicaciones en
el campo farmacéutico, tecnologico y en la medicina
humana y veterinaria. Diversos trabajos cientificos
han puesto en evidencia que los compuestos
polifendlicos, los taninos, los flavonoides, las
cumarinas y los acidos fendlicos poseen propiedades
antioxidantes, antibacterianas, antifingicas, antivirales

Tabla 2. indices de metabolitos secundarios, proteinas solubles totales y azucares
reductores en extractos acuosos y etanolicos de hojas de R. communis.

Metabolitos secundarios Extracto -
Acuoso Etanolico
Flavonoides ++ +++
Terpenos +++ +++
Antocianinas - -
Esteroides
Saponinas
Taninos +++ +++
Cumarinas ++ +
Glucosidos cardiotonicos - -
Antraquinonas - -
PST, mg ml! 13,39+ 0,21 14,66 £ 0,23
AR, mg ml" 4,48+ 0,09 6,62 0,11
Contenido: +++ = abundante, ++ = moderados, + = bajo, - = ausencia.

Diferencias estadisticas entre extractos para un mismo metabolito, segin la prueba de

Kruskal-Wallis (p < 0,05). = Error Estandar

PST: contenido de proteinas solubles totales, AR: contenido de azticares reductores



y anticancerigenas (Kaczmarek, 2020; Kebede y
Shibeshi, 2022; Fink, 2023; Nguyen et al., 2023).

Los contenidos de los fenoles ligados a la pared
celular fueron significativamente superiores (p < 0,05)
alos solubles (36,54 vs 19,11 mg m1Vy los fenoles to-
tales alcanzaron valores elevados (figura 1). La pres-
encia de estos compuestos polifenodlicos también ha
sido referenciada por Nawaz et al. (2022).

En los tltimos afios, se ha profundizado en los
mecanismos de accion de los metabolitos secunda-
rios sobre los microorganismos patogenos. Y esto
es porque, a diferencia de los antibioticos tradicio-
nales, las bacterias expuestas a estos compuestos no
desarrollan resistencia antimicrobiana.

Los flavonoides disminuyen la viabilidad ce-
lular, ya que al aumentar en los microorganismos
la permeabilidad de las membranas promueven la
salida de componentes celulares importantes, como
son los acidos nucleicos (Thebti et al., 2023).

Los taninos afectan los procesos metabdlicos
porque, ademds de reducir las actividades de
las enzimas y de otros polipéptidos mediante
interacciones hidrofobicas y enlaces por puentes
de hidrogeno, tienen la capacidad de quelatar un
cofactor esencial para la produccion de ATP y
NADPH, que es el hierro. Esta interferencia en
la generacion de energia metabdlica conlleva a la
muerte de los microorganismos (Kaczmarek, 2020;
Nguyen et al., 2023).

70
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30 t
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O 1
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Fenoles

Ligados a la pared celular

Pastos y Forrajes, Vol. 46, 2023
Composicion fitoquimica y propiedades antibacterianas

Las saponinas también demostraron tener
actividad antibacteriana, asociada a la naturaleza
hidrofébica e hidrofilica de su estructura quimica,
que le confiere un caracter anfipatico a la molécula.
Esta caracteristica permite que el metabolito
penetre con facilidad en las membranas biologicas
y altere sus propiedades fisicas, lo que provoca la
muerte del microorganismo (Dong et al., 2020).

Los compuestos terpenoides debilitan las
membranas de las bacterias y aumentan su
permeabilidad, accion que ademds de afectar la
transferencia de iones, las funciones de las proteinas
de las membranas y de las enzimas celulares, inhibe
la sintesis de ADN (Mutlu-Ingok ef al., 2020).

Actividad antibacteriana. La evaluacion de la
actividad antibacteriana se realizd con el extracto
etandlico, debido al efecto superior que muestran
los solventes alcoholicos con relacion a los acuo-
sos (Voleti et al., 2022). Los resultados mostraron
efecto antibacteriano elevado ante S. aureus, con
halos de inhibicion de 15,33 mm, aunque estadis-
ticamente inferior al control positivo (tabla 3). Con
respecto a las bacterias Gram negativas, la mayor
actividad se obtuvo frente a Proteus sp., con halos
de inhibicion de 8,67 mm, seguido de E. coli, con
valores promedio de 5,67 mm. El extracto no mos-
tr6 actividad antibacteriana ante Klebsiella sp.

Estos resultados se corresponden con los
referidos por El-Kahlout et al. (2018), quienes

Totales

Figura 1. Contenidos de fenoles solubles ligados a la pared celular y totales en extractos etanolicos de hojas

de R. communis.
MF: masa fresca

Letras diferentes indican diferencias significativas entre extractos, segun prueba de Student Newman-Keuls (p < 0,05).
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Tabla 3. Actividad antibacteriana de extractos etandlicos de hojas de R. communis.

) S. aureus E. coli
Tratamiento
DZI, mm EE + DZI, mm EE +
Amikazina (control +) 24,00? 0,58 - -
Cefalexina (control +) - - 14,832 0,58
Disolucién hidroalcohdlica 1,03¢ 0,33 0,00¢ 0,00
Extracto de R. communis 15,33 0,88 5,67° 0,67
. Proteus sp. Klebsiella sp.
Tratamiento
DZI, mm EE + DZI, mm EE +
Amikazina (control +) - - - -
Cefalexina (control +) 12,009 0,33 4,00 0,2
Disolucién hidroalcoholica 0,00¢ 0,00 0,00 0,00
Extracto de R. communis 8,67° 0,88 0,00 0,00

DZI: diametro de la zona de inhibicién.
Los datos representan medias de tres réplicas

Letras diferentes indican diferencia significativa segin prueba de rangos multiples de Tukey (p < 0,05).

observaron que el extracto etandlico de las hojas
de higuereta (200 mg ml') presentd actividad
antibacteriana inferior ante S. aureus y superior en
E. coli. Los autores citados también refieren que el
extracto no mostro actividad sobre Klebsiella sp. Las
discrepancias halladas se atribuyen a diferencias
en la resistencia de las cepas utilizadas, aunque
no se descartan otros factores que pueden afectar
las concentraciones finales de los metabolitos,
como son los ambientales o los procesamientos de
extraccion.

La efectividad del extracto ante la bacteria
Gram positiva S. aureus fue superior a la obtenida
ante las Gram negativas evaluadas. Este resultado
coincide con lo observado por Byadgi et al. (2017),
y puede estar relacionado con la complejidad de las
paredes celulares que poseen las bacterias Gram
negativas. Estos grupos bacterianos tienen, ademas
de la capa de peptidoglicano, otra capa de lipopo-
lisacaridos que constituye una barrera para la en-
trada de metabolitos secundarios hidrosolubles de
accion antibacteriana (Kaczmarek, 2020). Por otra
parte, la resistencia de las bacterias Gram negati-
vas puede estar asociada a la capacidad de estas ce-
pas de producir enzimas y/o toxinas que degradan
los compuestos bioactivos presentes en el extracto
(Arekemase et al., 2019).

Estudios recientes, pero con extractos meta-
nélicos, ratificaron la presencia de los compuestos
bioactivos como sus efectos antibacterianos sobre las
mismas cepas evaluadas (Kebede y Shibeshi, 2022;
Voleti et al., 2022). Sin embargo, refieren halos de
inhibicion superiores ante las bacterias Gram negati-

vas, respuestas que se pueden atribuir a diferencias
genotipicas entre las cepas y/o con el potencial de
extraccion del solvente utilizado.

La actividad antibacteriana observada en esta
investigacion esta relacionada con la accion sinér-
gica de los compuestos bioactivos encontrados,
como flavonoides, terpenoides, taninos, cumarinas,
saponinas y polifenoles, que se definen como agen-
tes antibacterianos de distintos microrganismos
patogenos (Nguyen et al., 2023; Thebti et al., 2023).

Conclusiones

Las hojas de R. communis contienen compues-
tos bioactivos con propiedades antibacterianas que
tienen un uso potencial para el tratamiento de en-
fermedades infecciosas en los animales como en el
hombre. Es por ello que resulta de interés promover
otros estudios que permitan avalar y potenciar su
utilizacion en la medicina tradicional.
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