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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las propiedades fitoquimicas vy
antibacterianas de extractos de hojas y flores de Tagetes erecta L. (flor de muerto). Se
colectan plantas presentes en el campus de la Universidad de Matanzas y las muestras se
lavan, secan y trituran. Se realizan extractos acuosos y etandlicos y se determina las
cantidades relativas de varios metabolitos secundarios. Se cuantifica el contenido de
azucares reductores, carbohidratos y proteinas solubles totales. Se evalla la actividad
antibacteriana contra cepas de referencia y salvajes. Se observd la presencia notable de
flavonoides, terpenos, taninos, cumarinas y glucésidos cardioténicos. Los extractos

etandlicos de hojas y flores mostraron propiedades antibacterianas frente a Staphylococcus



aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus epidermidis, con valores
inhibitorios superiores en las flores. Los resultados obtenidos justifican el uso folcldrico de

esta especie y las potencialidades para el control de enfermedades bacterianas.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate the phytochemical and antibacterial properties
of extracts of leaves and flower of Tagetes erecta L. Plants from the University of Matanzas
area were collected. The samples were washed, dried and powdered. Aqueous and ethanolic
extracts were prepared and the qualitative amounts of various secondary metabolites
assayed. Reduced sugar and total soluble carbohydrates and proteins were also determined.
The antibacterial activity against referenced and wild strains was evaluated. Abundance
presence of flavonoids, terpenoids, tannins, coumarins and cardiac glycosides was observed.
The ethanolic extractos of leaves and flower showed antibacterial properties against
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus epidermidis,
with higher inhibitory values for the flowers. The obtained results support the folkloric use

of this specie and its potentialities for the control of bacterial diseases.
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Introduccion

La busqueda de nuevas plantas con valores medicinales permite incrementar el
conocimiento sobre las propiedades invaluables de muchas especies vegetales y su uso para

el tratamiento de numerosas patologl'as.(l) Estas propiedades estdn relacionadas con la



presencia de compuestos fitoquimicos los cuales son generalmente seguros para el consumo

y mas accesibles.??

La resistencia a antibidticos comerciales constituye uno de los problemas mas serios y
generalizados en el mundo, tanto en hospitales como en comunidades y provoca una
mortalidad elevada cada afio.*) El uso inapropiado de estos farmacos es el factor que mas
influye en la resistencia a antibidticos, lo que hace ineficaces y costosos los tratamientos
médicos y pueden conllevar a la muerte del paciente.(s) En muchos animales afectivos o de
interés zootécnico, el problema de la resistencia a antibiéticos también es una situacién a
resolver; lo cual provoca pérdidas econémicas cuantiosas, debido a la incidencia elevada de
enfermedades con bases infecciosas como la mastitis, que disminuye la calidad y el precio de
la leche. Por estar razones, se buscan constantemente nuevas clases de antibiéticos de

origen vegetal para reducir el fenémeno de la resistencia bacteriana a estas sustancias.®

Tagetes erecta L. (flor de muerto) es una planta utilizada desde la antigliedad con diferentes
propdsitos en la medicina y la agricultura. Las hojas son utilizadas como agente antiséptico,
para los trastornos de los rifiones y los dolores musculares. Las flores en procesos febriles,
problemas epilépticos, estomacales, trastornos en el higado, para eliminar la sarna vy
también en tratamiento de enfermedades oculares. Otros autores han referido el uso del
jugo de las flores como remedio para los resfriados, el reumatismo, la bronquitis y el lavado

de la piel.(7'8)

Varias investigaciones reflejan diversas actividades bioldgicas de extractos de Tagetes erecta
L. para el control de enfermedades bacteriana, fungosas y como pesticida.(g'lo'“) Sin
embargo, el perfil fitoquimico de las plantas varia debido a numerosos factores ambientales
asi como el genotipo. Por estas razones, es necesario realizar estudios fitoquimicos y
biolégicos de esta especie en las localidades, que permitan justificar los usos etnobotanicos
que tiene T. erecta. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las propiedades

fitoquimicas y antibacterianas de extractos de hoja y flor de Tagetes erecta L. de plantas

presentes en la flora matancera.

Materiales y métodos



Material vegetal y preparacion de los extractos

Se colectaron hojas y flores de Tagetes erecta L. presentes en el campus de la Universidad de
Matanzas, Cuba. La identificacién de la especie se realizé por especialistas del Jardin
Botanico de Matanzas, a partir del analisis de los caracteres morfoldgicos in situ y de la
comparacién con muestras presentes en el herbario de esta institucion. Las muestras fueron
colectadas en octubre de 2016 y las mismas no presentaban sintomas de enfermedades o
ataque de plagas. Las hojas y las flores fueron lavadas con agua corriente y destilada para
eliminar el polvo. Posteriormente se procede al secado en una estufa (Boxun) a 45 °C

durante 72 h y finalmente fueron trituradas en un mortero hasta pulverizar.(lz)

Tamizaje fitoquimico

Para la caracterizacion fitoquimica se preparan extractos etandlicos (90 %) y acuosos de
ambos organos. Para ello se mezclaron 5 g de polvo de las hojas y flores secas de Tagetes
erecta L. en 50 mL de ambos solventes, en erlenmeyers de 250 mL con tapones de algodén,
y se agitaron sobre una zaranda orbital (HDL®APPARATTUS) a 160 rpm por 24 h. Transcurrido
este tiempo las muestras fueron filtradas a través de tres capas de papel de filtro. El filtrado
se colectd y evaporé a 40 °C hasta obtener un volumen final de un cuarto del inicial.*® Los

extractos fueron conservados a 4 °C para los ensayos fitoquimicos.

La determinacion de los tipos de metabolitos secundarios se realizé segun la metodologia
descrita por Chigodi et al™ se evalud la presencia de flavonoides, terpenoides,
antocianinas, taninos, antraquinonas, glucdsidos cardiotdnicos, antocianinas, flobataninos,
esteroides, cumarinas y emodinas. El contenido de los tipos de metabolitos se determiné de

manera cualitativa a través del sistema no paramétrico de cruces.®®

Cuantificacion de azucares reductores

El contenido de azucares reductores se determind por el método del acido dinitrosalisilico y
se empled la D-glucosa (Sigma) como azucar patron (0,1- 1,0 mg.mL'l).(ls) La absorbancia de
las muestras se midié en un espectrofotémetro Ultrospect 2000 (Pharmacia Biotech, Suecia)

a una longitud de onda de 456 nm.



Cuantificacion de carbohidratos solubles totales

El contenido de carbohidratos en las muestras se determind colorimétricamente mediante el

@7)  empleando D-glucosa (0,01-0,08 mg.mL?) como azdcar

método del fenol—sulfurico
patrén. Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 490 nm, con el uso de un

espectrofotémetro Ultrospect 2000 (Pharmacia Biotech, Suecia).

Contenido de proteinas solubles totales

El contenido proteico se determind colorimétricamente mediante el método descrito por
Lowry utilizando como sustancia patrén albumina de suero bovino (0,1-0,7 mg.mL™?). Los
valores de absorbancia se obtuvieron en un espectrofotometro Ultrospect 2000 (Pharmacia
Biotech, Suecia) a una longitud de onda de 750 nm y las concentraciones (mg/mL) se

determinaron mediante la curva patron.!*®)

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro de los extractos se evalud frente a bacterias Gram
positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus (salvaje),
Staphylococcus epidermidis (salvaje) y Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), E. coli
(salvaje) y Klebsiella (salvaje). Las cepas salvajes fueron aisladas e identificadas en el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de
Matanzas. Las mismas procedian de muestras de fluido de la ubre de una vaca afectada por

mastitis. El ensayo se realizé mediante el método de difusion en pocillos.°

Las cepas bacterianas fueron rejuvenecidas previamente sobre medio Agar Cerebro de
Corazén a 37 °C. Se inoculd el medio Agar Mueller-Hinton con células de turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de Macfarlan con el uso de un hisopo estéril. Los pocillos
se realizaron con la ayuda de un horadador estéril de 8 mm de didametro y se les adicionaron

100 pL (200 mg.mL™?) de cada extracto. Las placas fueron incubadas toda la noche a 37 °C.



Para cada cepa bacteriana se emplearon como controles negativos los solventes utilizados
para realizar los extractos y como control positivo el antibidtico tetraciclina (100 mg.mL™?). La
actividad antibacteriana se obtuvo a partir del didmetro de la zona de inhibicion del

crecimiento bacteriano. Se realizaron tres réplicas por cada extracto evaluado.”

Disefio experimental y analisis estadistico

Los ensayos de actividades antibacteriana se realizaron mediante un disefio completamente
aleatorizado. La determinacién cualitativa de los tipos de metabolitos secundarios y las

lecturas de absorbancia para las cuantificaciones bioquimicas se realizaron por triplicado.

Los datos correspondientes a los analisis bioguimicos cuantitativos y a la actividad
antibacteriana fueron procesados con el paquete SPSS versién 15.0 para Windows. Se
determind el ajuste de los datos a una Distribuciéon Normal mediante la prueba de Bondad
de Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de Varianza mediante las Pruebas de
Bartlett.*® Los datos fueron procesados mediante ANOVA de clasificacién simpley se realizo

la Prueba de Rangos Multiples de Tukey HSD para la comparacién entre las medias.

Resultados y discusion

El contenido cualitativo de metabolitos secundarios en extractos acuosos y etandlicos de
hojas y flores de Tagetes erecta L. se muestra en la tabla 1. Se observd la presencia de
flavonoides, terpenoides, taninos, saponinas y glucdsido cardioténicos en ambos érganos,
mientras que se detectaron cumarinas en las hojas y contenidos bajos de esteroides en las
flores. De manera general el etanol resulté ser un mejor solvente a excepcidén de las
saponinas, que solo fueron detectadas en bajas cantidades en los extractos acuosos de hojas

y flores.

Tabla 1 - Contenidos relativos de metabolitos secundarios en extractos acuosos y etandlicos de hojas

y flores de Tagetes erecta L. E. Ac: extracto acuoso, E. Et: extracto etandlico



Tipo de metabolito secundario Hoja Flor

E. Ac E. Et E. Ac E. Et
Flavonoides + ++ - +
Terpenoides ++ +4++ ++ ++
Antocianinas - - - -
Esteroides - - - +
Saponinas + - + -
Taninos + +++ + 4+
Cumarinas + ++ _ _
Glucésidos cardioténicos - + - +
Antraquinonas - - - -
Flobataninos - - - -
Emodinas - - - -

Contenido: +++=abundante, ++=moderado, +=bajo, -=ausencia

Diferentes autores refirieron la presencia de flavonoides, terpenoides, taninos y saponinas

7) glucssidos cardioténicos y cumarinas !

, en extractos de Tagetes erecta L. Las diferencias
con relacion a las proporciones encontradas de estos metabolitos en el presente trabajo y
las observadas por otros investigadores, pueden estar relacionadas con diversos factores

como la época del afio en que tomaron las muestras, el secado y la variedad o genotipo.(zz)

Los compuestos de naturaleza flavonoide y terpenoide son considerados agentes
antioxidantes, lo que sugiere un uso potencial de estos extractos para el tratamiento de
diferentes patologias como arterosclerosis, procesos antiinflamatorios, anticancerigenos y

para reducir los niveles de colesterol.*®)

Los terpenoides también estan asociados con las propiedades antifungicas de extractos
acuosos de H. patens Jacq.(24) Estos autores observaron un efecto inhibitorio de los extractos
contra diferentes especies de hongos como Aspergillus fumigatus NCBT 112, Candida

albicans NCBT 140, Fusarium oxysporum NCBT 156 y Rhizoctonia solani NCBT 194.

Las cumarinas y sus derivados bioactivos son compuestos que presentan diversas
propiedades farmacoldgicas. Estos metabolitos poseen actividad antioxidante,

anticancerigena, antiinflamatoria, antimicrobiana y anticoagulante. 25)

La tabla 2 muestra los contenidos de carbohidratos solubles totales (CST), azlcares
reductores (AR) y proteinas solubles totales (PST) en extractos acuosos y etandlicos de hoja y

flor de Tagetes erecta L.



Tabla 2 - Metabolitos primarios en extractos acuosos y etandlicos de hojay flor de Tagetes erecta L.

Los valores representan las medias de tres repeticiones y la desviacion tipica.

Extracto CST (mg.mL™) AR (mg.mL™) PST (mg.mL™)
Flor (etandlico) 7,32°£0,12 0,86° £ 0,03 1,48+ 0,07
Flor (acuoso) 1,71+ 0,08 0,094 “+ 0,01 0,36 “+ 0,03
Hoja (etandlico) 2,50°+ 0,23 2,66 2+ 0,027 13,57°+ 0,39
Hoja (acuoso) 0,94 °+0,11 0,23+ 0,04 1,60 £ 0,04

Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba de Tukey (P<0,05).

Las mayores concentraciones de carbohidratos solubles totales fueron observadas en el
extracto etandlico de las flores, seguido del extracto etandlico de hojas. Las cantidades
encontradas en los extractos acuosos de ambos dérganos fueron similares, lo cual evidencia
una mejor extraccion de estos compuestos con el solvente etanol. El contenido de proteinas
solubles totales mostrd los valores mas elevados en el extracto etandlico de hojas, los cuales

fueron superiores al resto de los extractos.

Los valores de azlcares reductores fueron superiores en los extractos etandlicos de ambos
organos con relacion a las variantes acuosas. Las mayores concentraciones fueron obtenidas
en hojas (2,66 mg.mL™). La cuantificacion de azucares reductores en T. erecta L., ademas de
contribuir a la caracterizacion bioquimica de esta especie, tiene una importancia adicional ya
que estos azlcares interfieren con la extraccidn de saponinas, las cuales son de gran interés

comercial.?®

Los resultados de la actividad antimicrobiana muestran un efecto antibacteriano de los
extractos de hojas vy flor de Tagetes erecta L. frente a las diferentes bacterias Gram positivas
y Gram negativas que se enfrentaron (tabla 3). De manera general el érgano que mostré los
mejores resultados fue la flor, donde los extractos produjeron halos de inhibicién contra

algunos patogenos (S. aureus ATCC 25923 y S. epidermidis) similares al control positivo.

Al comparar la inhibicion del crecimiento de los cepas Gram + y Gram — frente a los extractos
utilizados, se pudo observar una mayor actividad antibacteriana frente a las Gram positivas.
Este resultado puede estar relacionado con la complejidad de las paredes celulares de

ambos grupos bacterianos. Las bacterias Gram negativas presentan una mayor complejidad



que las Gram positivas, ya que las primeras poseen ademas de la capa de peptidoglicano,
una capa de lipopolisacdridos que puede constituir un obstdculo para la entrada de
metabolitos secundarios hidrosolubles hacia el interior de la célula, los cuales son

responsables de la accién antibacteriana.?”

Tabla 3 - Actividad antibacteriana de extractos etandlicos (200mg.mL") de hojas y flores de T. erecta

L. frente bacterias patégenas Gram positivas y Gram negativas. EE: error estandar.

Extractos / Controles S. aureus ATCC 25923 S. aureus (salvaje)
DZI (mm) + EE DZIl (mm) + EE
Hoja 12,3° 0,04 21,3° 0,13
Flor 19,5° 0,14 24,0° 0,12
Tetraciclina (control +) 18,0° 0,10 21,2 b 0,10
Solucién hidroalcohélica (control -) 0,0°¢ 0,00 0,0° 0,00
E. coli ATCC 25922 E. coli
Hoja 12,3°¢ 0,62 13,0°¢ 0,15
Flor 158" 0,49 15,6° 0,11
Tetraciclina (control +) 18,6 ° 0,33 21,0° 0,20
Solucidn hidroalcohélica (control -) 0,0° 0,00 0,0°¢ 0,00
S. epidermidis K. pneumoniae
Hoja 18,0° 0,10 11,6 ¢ 0,10
Flor 24,5° 0,16 16,4 b 0,09
Tetraciclina (control +) 23,5 an 0,28 19,5° 0,05
Solucidn hidroalcohdlica (control -) 0,0° 0,00 0,0d 0,00

DZI: didmetrode lazonadeinhibicion. Los datos representan medias de tres réplicas. Letras diferentes indican dife rencia significativa

segun prueba de Tukey HSD (P<0,05).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion concuerdan con la actividad

antibacteriana observada por otros autores contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli

(28,29) (29)

Staphylococcus epidermidis **”', asi como otras especies diferentes a las evaluadas

como Bacillus subtilis y Bacillus circulence.®®

La actividad antibacteriana encontrada en los extractos de hojas y flores de Tagetes erecta L.
pueden estar relacionada con la presencia de determinados tipos de metabolitos
secundarios como los flavonoides y terpenoides, los cuales evidenciaron diferentes
actividades farmacoldgicas y antibacteriana.®® Los taninos encontrados en cantidades

abundantes en los extractos analizados, por ejemplo, pueden reaccionar con proteinas ricas



en prolina para formar complejos irreversibles que provocan la inhibicion de la sintesis de

protel'nas.(31)

Conclusiones

Los tipos de metabolitos secundarios encontrados en extractos de hojas y flores de Tagetes
erecta L. muestran las potencialidades de esta planta en la medicina humana y animal,
debido a la presencia en general de flavonoides, terpenoides y taninos que han sido
referidos como agentes terapéuticos con diversas propiedades bioldgicas. Asi mismo, la
actividad antibacteriana observada sugiere el uso de esta especie para combatir
enfermedades en animales y humanos provocadas por bacterias patdgenas y justifica el

empleo etnobotanico de esta especie en diversas patologias.
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