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Resumen

Con el objetivo de evaluar la efectividad de distintas
formulaciones de jabon liquido y sélido con extrac-
to etandlico de Hypericum mexicanum L., se llevé
a cabo una prueba de manipuladores. El recuento
microbiano permitié analizar la efectividad en cada
uno de los tratamientos evaluados, encontrando que
el jabon liquido y sdlido en concentracién del 0,1%
de extracto es el mas efectivo; sin embargo, no exis-
ten diferencias significativas entre la concentracion
de extracto (0,1 — 0,2%) y el control (jabén comer-
cial). Por otro lado, usando el método de difusion
en disco, se evalu6 la actividad antimicrobiana de
los distintos tratamientos, frente a (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermi-
dis y Pseudomonas aeruginosa), con lo cual se de-
terminé que: 1) el jabdn liquido en concentracion de
0,1% y 0,2% de extracto vegetal y el jabon comer-
cial inhiben el crecimiento de Escherichia coli; 2)
todos los tratamientos presentaron inhibicion frente
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a Staphylococcus aureus, exceptuando el de uso
comercial y el sélido con extracto vegetal al 0,1%; 3)
para Staphylococcus epidermidis, se presenté una
inhibicién del jabdn sdlido y liquido sin extracto y del
jaboén liquido con extracto vegetal al 0, 2%; 4) en la
evaluacién de Pseudomonas aeruginosa, se obser-
v inhibicion del jabdn liquido con concentracién de
extracto del 0,1% y 0,2% y del jabén comercial.

Palabras clave: actividad antibacteriana, extracto
vegetal, producto natural, prueba de manipuladores.

Abstract

To evaluate the effectiveness of different formula-
tions of liquid and solid soap with ethanol extract
of Hypericum mexicanum L, it was carried out a
test handler, the microbial count allowed to obser-
ve the effectiveness of each of the treatments eva-
luated, finding that liquid and solid concentration of
0,1% extract soap is the most effective, however, no
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significant differences between the concentration of
extract (0.1 - 0.2%) and control (commercial soap).
Furthermore, using the disk diffusion method, the
antimicrobial activity of different treatments against
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa)
was evaluated, whereby it was determined that: 1)
liquid soap in concentration of 0.1% and 0.2% plant
extract and commercial soap inhibit the growth of
Escherichia coli; 2) all treatments showed inhibition
against Staphylococcus aureus, except for com-
mercial use and solid vegetable extract 0.1%; 3) for
Staphylococcus epidermidis, inhibition of solid and
liquid soap without extract and liquid soap with plant
extract at 0, 2% was introduced; 4) in the evaluation
of Pseudomonas aeruginosa, liquid soap inhibition
was observed with extract concentration of 0.1%
and 0.2% commercial soap.

Key-words: antimicrobial activity, vegetable extract,
natural product, test handler,

Resumo

Com o objetivo de avaliar a efetividade de dife-
rentes formulacées de sabonete liquido e sdlido
com extrato de etanol de Hypericum mexicanum
L., foi feita um teste de manipulacdo. A contagem

Introduccion

Si bien Colombia tiene una alta diversidad de recur-
sos vegetales, estos aun no han sido estudiados en
su totalidad. En esta perspectiva, entidades como el
Jardin Boténico de Bogota —JBB- adelanta estudios
de bioprospeccion orientados al desarrollo de investi-
gaciones que conduzcan a la busqueda de productos
naturales con propiedades medicinales, industriales,
farmacoldgicas y/o biotecnoldgicas. Los estudios
de bioprospeccion involucran el conocimiento de la
biodiversidad y pueden estar soportados en saberes
tradicionales o indigenas (Melgarejo et al., 2002). Los
resultados de este tipo de investigaciones han pro-
movido el uso de productos farmacéuticos derivados
de fuentes naturales, los cuales se han convertido en
una alternativa para el tratamiento de enfermedades

microbiana permitiu analisar a efetividade de cada
um dos tratamentos avaliados, encontrando-se
que o sabonete liquido e sélido em concentracdes
de 0,1% de extrato & o mais eficiente. No entan-
to, diferengas significativas ndo existem entre a
concentragao do extrato (0,1 — 0,2%) e o controle
(sabonete comercial). Utilizando-se o método de
difusdo em disco foi avaliada a atividade antimicro-
biana dos diferentes tratamentos frente a (Escheri-
chia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa), determi-
nando-se: 1) o sabonete liquido nas concentragdes
de 0,1% e 0,2% de extrato vegetal e o sabonete
comercial inibbem o crescimento de Escherichia
coli; 2) todos os tratamentos apresentaram ini-
bicdo para Staphylococcus aureus, com excecao
do uso comercial e o sélido com extrato vegetal ao
0,1%; 3) para Staphylococcus epidermidis, foi ob-
servada inibicdo do sabonete sdlido e liquido sem
extrato e do sabonete liquido com extrato vegetal
ao 0, 2%; 4) na avaliacdo de Pseudomonas aeru-
ginosa, foi observada inibicao do sabonete liquido
na concentragdo do extrato de 0,1% e 0,2% e do
sabonete comercial.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, extrato
vegetal, produto natural, teste de manipulagéao.

causadas por la proliferacién de microorganismos
patdgenos. En este sentido y considerando la impor-
tancia que tiene hoy en dia la busqueda de fuentes
naturales, las plantas son una opcién para la obten-
cion de compuestos bioactivos. Las investigaciones
en este campo son cada vez mas numerosas; asi, en
los ultimos afos, mas de la mitad de los productos
farmacéuticos son derivados de fuentes naturales
(Newman & Cragg, 2007).

En la regidn andina existen diversas especies na-
tivas con potenciales aun no estudiados; una de
estas especies es Hypericum mexicanum L., lla-
mada comunmente chite, en las zonas rurales del
Distrito Capital de Bogota. La decoccion de hojas
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de Hypericum mexicanum L., es usada para tratar
problemas renales o en bafos para lavar heridas;
igualmente, sus raices, mezcladas con otras espe-
cies, se toman para aliviar dolores (Gutiérrez, Pine-
da, Garcia, 2011). El uso etnobotanico del género
Hypericum es conocido a nivel mundial; sus hojas
y aceites esenciales son empleados para el trata-
miento de diversas enfermedades. Varias especies
de Hypericum han demostrado actividad antibacte-
riana contra microorganismos como Staphylococ-
cus aureus, Bacillus cereus o Bacillus subtilis. Esto
podria explicar el uso popular de algunas especies
de Hypericum para la curacion de heridas y el tra-
tamiento de enfermedades infecciosa (Ishiguro,
Yamaki, Kashihara, & Takagi, 1986; Jayasuriya, Mc-
Chesney, Swanson, 1989; Rocha et al., 1994; Ya-
maki & Ishiguro, 1994). La especie mas estudiada
del género Hypericum es H. perforatum L., la cual
ha sido objeto de varios estudios por su potencial
biotecnoldgico; ensayos clinicos han validado su
uso como antidepresivo, antiviral -antirretroviral,
incluidos los efectos anti-VIH-, y actividades anti-
bacterianas (Barnes, Anderson, & Phillipson, 2001)
including antidepressant, antiviral, and antibacterial
effects, provide supporting evidence for several of
the traditional uses stated for St John’s wort. Many
pharmacol. activities appear to be attributable to
hypericin and to the flavonoid constituents; hyperi-
cin is also reported to be responsible for the photo-
sensitive reactions that have been documented for
St. John’s wort. With regard to the antidepressant
effects of St John’s wort, hyperforin, rather than
hypericin as originally thought, has emerged as
one of the major constituents responsible for anti-
depressant activity. Further research is required to
det. which other constituents contribute to the anti-
depressant effect. Evidence from randomized con-
trolled trials has confirmed the efficacy of St John’s
wort exts. over placebo in the treatment of mild-to-
moderately severe depression. Other randomized
controlled studies have provided some evidence
that St John’s wort exts. are as effective as some
std. antidepressants in mild-to-moderate depres-
sion. There is still a need for further trials to assess
the efficacy of St John’s wort exts., compared with
that of std. antidepressants, particularly newer anti-
depressant agents, such as the selective serotonin

reuptake inhibitors (recent comparative studies with
fluoxetine and sertraline have been conducted. La
actividad antibacteriana también se ha reportado
para otras especies de Hypericum (Gibbons, 2008;
Gibbons, Ohlendorf, & Johnsen, 2002; Pistelli et al.,
2000; Rabanal, Arias, Prado, Hernandez-Pérez, &
Sanchez-Mateo, 2002); otros estudios califican al
género Hypericum como fuente potencial antibac-
teriana (Gibbons, 2008). Estudios preliminares evi-
denciaron que H. mexicanum inhibe el crecimiento
bacteriano de Escherichia coli, Pseudomonas aeru-
ginosa y Staphylococcus aureus (Rodriguez, 2012).

Considerando el potencial de la especie, se elabo-
ré un jabon desinfectante en presentacién sélida y
liquida, empleando como ingrediente activo el ex-
tracto etandlico de las hojas de Hypericum mexi-
canum L., en dos concentraciones, para posterior-
mente verificar la efectividad del producto terminado
mediante la realizacién de la prueba de manipula-
dores, la cual permitié conocer la cantidad de mi-
croorganismos presentes antes y después del uso
del producto; adicionalmente, los productos fueron
probados, por medio de la técnica de difusion en
disco, frente a cepas de referencia: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis.

Materiales y métodos

Recoleccion de material vegetal y obtenciéon
de extracto: Se recolectaron hojas de Hyperi-
cum mexicanum L. en la localidad de Sumapaz
(4°15’36”N 74°1042”0); un espécimen para identifi-
cacion y testigo fue colectado por el bidlogo Gustavo
Morales y reposa en el herbario del Jardin Botanico
de Bogota -identificado como GM 3550-. El extracto
etandlico, fue obtenido por la linea de fitoquimica,
siguiendo el siguiente procedimiento: se secaron
las hojas a temperatura ambiente por 8 dias; pos-
teriormente se hizo una reduccién de tamafo de
forma mecénica y se sometié a maceracion en frio
usando etanol al 96% en recipientes ambar por 3
dias; luego se filtré y el extracto etandlico resultan-
te se concentré sucesivamente a presion reducida
en un rotavaporador marca Heidolp; el extracto se
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almacend hasta su uso en cabina de extraccion de
gases LEX C-4.

Formulaciéon de producto desinfectante: Se for-
mulé un producto desinfectante en presentacion
liquida y sdlida usando base neutra de glicerina
para el jabon soélido y texapdn para el jabodn liquido;
en cada una de las presentaciones se empled una
concentracion de extracto vegetal de 0,1% y 0,2%,
ademas de moldes, recipientes, balanza y vidrieria
de medicion. Para la elaboracion de jabon artesanal
se sigui6 el procedimiento descrito por Westerman
(Westerman, 2001). En total se evaluaron siete tra-
tamientos: 1) jabon con 0% de extracto en presen-
tacién sélida; 2) jabén con 0% de extracto en pre-
sentacion liquida; 3) jabon con 0,1% de extracto en
presentacion sodlida; 4) jabén con 0,1% de extracto
en presentacion liquida; 5) jabon con 0,2 % extracto
en presentacion sdlida; 6) jabén con 0,2% extracto
en presentacion liquida y 7) jabén comercial en pre-
sentacién liquida -empleado como control-.

Efectividad del producto: la efectividad del pro-
ducto fue evaluada por el personal técnico operati-
vo de la Subdireccion Cientifica del Jardin Botanico
de Bogotd, mediante la realizacion de la prueba de
manipuladores, la cual se hizo antes y después del
lavado de manos -con cada uno de los siete trata-
mientos-, por medio de un frotis realizado con hi-
sopos de algodon estéril en la mano predominan-
te, para ello se adapté la metodologia de Alvarado,
Garcia & Arias-echandi (2010). El hisopo se introdu-
jo en solucién salina (0.85% p/v), para luego realizar
la respectiva siembra en agar nutritivo + nistatina
-para aislamiento de bacterias-. Las cajas se sem-
braron por separado mediante la técnica de agota-
miento y se incubaron a 35 + 2°C por 24 horas (Cas-
tro, 2011). Transcurrido el tiempo de incubacion, se
llevé a cabo el recuento en placa y la identificacion
microscopica de las bacterias por medio de tincién
de Gram. Los ensayos se realizaron por triplicado
antes y después del uso de cada tratamiento. El la-
vado de manos se realizé teniendo en cuenta las
siguientes caracteristicas: se humedecieron las pal-
mas de las manos con agua potable; se aplicé 1 ml
de jabon en el caso de la presentacion liquida y 0.5
g de jabdn en presentacion soélida; se froté por 30

segundos, se enjuagd con 200 ml de agua potable
y se secaron las manos con toallas de papel estéril;
para verificar la pureza del medio y descartar conta-
minacion se incubaron tres cajas Petri sin inocular.

Evaluacidon de actividad antimicrobiana frente
a cepas de referencia: Se probaron los distintos
tratamientos, frente a bacterias Gram negativas y
Gram positivas (E. coli, ATCC 25922, P. aeruginosa,
ATCC 9027, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis
ATCC, 1228), procedentes de cepas de referencia
obtenidas del cepario de la Universidad Javeriana
Sede Bogota; estas bacterias fueron seleccionadas
por su importancia en la salud publica. Se empled la
técnica de difusion en pozo para evidenciar la inhibi-
cién de los distintos tratamientos; para ello se aisla-
ron las bacterias en agar nutritivo, preparado segun
especificaciones de la casa matriz, por la técnica de
agotamiento, se incubaron a 35 + 2°C por 24 horas.
Posteriormente, con ayuda de un asa redonda, se
tomaron 2 a 5 colonias y se solubilizaron en solucion
salina estéril (0,85% p/v) hasta alcanzar la turbidez
comparable con el patron N° 5 de MacFarland. Para
el ensayo de actividad antibacterial, se llevo a cabo
una siembra masiva en agar nutritivo de 100 pl del
patron de MacFarland, posteriormente se realizaron
pozos de 0,5 cm de diametro y se depositaron 50 pl
de cada tratamiento en cada pozo; como control po-
sitivo se uso cloranfenicol en concentracion de 100
pg/ml y como control negativo se empled solucion
salina estéril 0,85% (p/v). Finalmente, las cajas Petri
se incubaron a 35 + 2°C por 24 horas (Alvarado et
al., 2010). Los ensayos se realizaron por triplicado.

El porcentaje de inhibicion se calculé mediante la
ecuacion 1, teniendo como referencia el control po-
sitivo y la medicion del halo de los extractos.

¢dhalo extracto—dhalo blanco

%Inhibicion = ¢ halo control positivo—¢ blanco (1)
Andlisis estadistico: Se verificd el supuesto de
normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilk mo-
dificada (p< 0,05) y se corroboré que no eran nor-
males; por tanto, se evalué diferencia de efectividad
entre los tratamientos con la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis. Los analisis se realizaron usando

el software Statistica 8.0.
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Resultados

Se identificaron las bacterias aisladas en los mani-  en los aislamientos pertenecen a bacilos Gram po-
puladores antes del uso de los tratamientos, por me-  sitivos y Gram negativos (Figura 1).
dio de tincidon de Gram. Los resultados encontrados

Figura 1. Identificacion microscopica de bacterias aisladas a partir de muestreo realizado al personal
técnico operativo de la de la Subdireccion Cientifica del Jardin Botanico de Bogota.
(A) cocos Gram negativos, (B) bacilos Gram negativos.

Efectividad del producto:
En la Tabla 1 se presenta los datos de los resultados para jabén liquido y sélido.

Tabla 1. Andlisis de los datos obtenidos para bacterias.

Bacterias
. % Efectividad % Efectividad
Tratamiento N
XzDP liquido X%DP sélido

A 21 54.31 + 48.20° 21.21 £ 37.55?
B 21 54.39 + 48.32b¢ 79.26 + 35.54"
C 21 82.34 + 34.49~ 72 £33
D 21 40.87 + 48.502bd -

Letras iguales en la misma columna indican la au- C: Jabodn con 0,2 % de extracto
sencia de diferencias significativas a través de la  D: Comercial
prueba de Kruskal-Wallis (p< 0.05). N: nimero de

réplicas. El andlisis estadistico evidencié que el tratamien-
A: Jabdn con 0 % de extracto to liquido con mayor efectividad fue el de extracto
B: Jabdn con 0,1 % de extracto 0,2%, sin embargo, el jabén con 0,1% de extracto
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y el comercial no son diferentes estadisticamente.
Se sugiere usar la concentracién 0,1%, puesto que
al emplear una menor cantidad de extracto sigue
siendo efectivo, aunque no existen diferencias sig-
nificativas entre los jabones con adicion de extracto
y el comercial; en este sentido, se estarian reempla-
zando sustancias sintéticas con el mismo efecto. En
estado sdlido el tratamiento con 0,1% de extracto
tiene mayor porcentaje de efectividad, aunque no
existen diferencias estadisticas entre el tratamiento
con 0,1% y 0,2% de extracto; se recomienda usar

la concentracion 0,1% porque tiene menor cantidad
de extracto.

Evaluacion actividad antibacteriana frente a
cepas de referencia

En la Tabla 2 se evidencian los resultados cualitati-
vos de la inhibicion de los tratamientos frente a las
bacterias de referencia (E. coli, S. aureus, S. epi-
dermidis, P. aeruginosa). Se representé como (+) la
inhibicion de los extractos, mientras que las que no
presentaron actividad se marcaron como (-).

Tabla 2. Resultados cualitativos de la prueba de actividad antimicrobiana frente a bacterias de referencia.

Bacteria LO S0 $01 | S0,2 | LO1 Lo0,2 C
Escherichia coli ) ) ) () (+) (+) (+)
Sthaphylococcus (+) (+) ) (+) (+) +) )

aureus
Sthaphylococcus (+) (+) ) ) ) ) (+)

epidermidis
Pseudomonas (+) ) ) ) (+) (+) )
aeruginosa

LO: liquido con 0% de extracto; S 0: sélido con 0% de extracto; S 0,1: sélido con 0,1 % de extracto; S 0,2:
sélido con 0,2% de extracto; L 0,1: liquido con 0,1% de extracto; L 0,2: liquido con 0,2% de extracto; C:

jabén comercial en estado liquido.

Los resultados obtenidos demuestran una activi-
dad antibacteriana del jabodn liquido con extracto
vegetal al 0,1% y del jabon comercial frente a E.
coli. Los jabones solidos y liquidos en todas las
concentraciones presentaron inhibicion frente a S.
aureus, incluso el que no tenia extracto funcioné
mas que el comercial. El jabon elaborado con ex-
tracto vegetal de H. mexicanum en presentacion
liquida y con las distintas concentraciones evalua-
das tiene actividad inhibitoria frente a los microor-
ganismos estudiados, con un porcentaje mayor
que el producto comercial usado como patrén de
referencia, confirmando la efectividad de las distin-
tas formulaciones de jabon, convirtiéndolo en una
especie promisoria para la bioprospeccion.

Discusion

Los resultados de efectividad del producto desinfec-
tante, usando extracto etandlico de H. mexicanum,
concuerdan con lo reportado para el género por su
actividad (Decosterd, Stoeckli-Evan, Msonthi & K.,
1986). Otras investigaciones reportan actividad an-
tifungica contra Candida albicans (Rath, Potterat,
Mavi & Hostettmann, 1996), actividad conferida por
sustancias etanodlicas que se encuentran en la raiz
de la planta. El estudio de Rocha et al., (1994) re-
portd sustancias aisladas del extracto de diclorome-
tano de la corteza y raiz de Hypericum brasiliense
con actividad contra Cladosporium cucumericum.
Adicionalmente, (Mukherjee, Saritha & Suresh,
2002) encontraron que los extractos cloroférmico
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y etandlico de las hojas y cortezas de Hypericum
patulum e Hypericum mysorense tienen un efecto
antifungico contra hongos de importancia clinica.

Con respecto a la evaluacion de la actividad antibac-
teriana frente a las cepas de referencia, los resulta-
dos concuerdan con lo obtenido por Nogueira et al.
(2013), quienes evaluaron la actividad antimicrobia-
na de 15 especies del género Hypericum en Portu-
gal, obteniendo actividad antimicrobiana frente a S.
aureus. Con respecto a la cepa de S. epidermidis,
se obtuvo una inhibicidn del jabdn liquido; a diferen-
cia de lo reportado por el estudio de (Dall’Agnol et
al., 2003)H. carinatum Griseb., H. connatum Lam.,
H. ternum A. St. Hil., H. myrianthum Cham. & Schle-
cht. and H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt]
growing in southern Brazil were analyzed for anti-
microbial activity against several microorganisms
(bacteria and fungi, en el cual ninguna de las seis
especies evaluadas del género Hypericum presento
actividad antibacteriana frente a este microorganis-
mo. Para P. aeruginosa se observd inhibicion del ja-
bon liquido con concentracion de extracto del 0,1%
y 0,2%, resultado congruente con lo encontrado
por Sarkisian et al. (2012), quienes probaron siete
metabolitos secundarios aislados de las especies
Hypericum densiflorum, Hypericum ellipticum, Hy-
pericum prolificum, y Hypericum punctatum como
inhibidores de crecimiento de bacterias como Sta-
phylococcus spp., Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa; estos resultados concuerdan con el es-
tudio de Gibbons et al. (2002), en el cual se indica
que el género Hypericum tiene un gran potencial
para producir compuestos antibacterianos.

Adicionalmente, los resultados obtenidos en esta in-
vestigacién concuerdan con la evaluacion de la acti-
vidad antibacteriana realizada por Rodriguez (2012)
y, de la misma manera, ratifica el uso etnobotanico
reportado. Por lo tanto, se puede decir que la es-
pecie presenta potencial antibacteriano, el cual se
sugiere seguir estudiando con el fin de identificar
la fraccidn responsable de la actividad antibacteria-
na, esto puede permitir que la especie se emplee
como ingrediente bioactivo. Se concluye que los
jabones formulados con extracto vegetal de Hype-
ricum mexicanum L. tienen actividad antibacteriana

frente a microorganismos de importancia en salud
publica como E. coli, S. aureus, S. epidermidis y P.
aeruginosa. Dando resultado al objetivo del presen-
te trabajo y ampliando el potencial investigativo del
género Hypericum.
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