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RESUMEN

Se realiz6 el control microbiolégico de extractos de croton lechleri expedido en el comercio bajo el
nombre de "Sangre de grado". Ademas se evaluo la actividad antibacteriana del mismo. Se analizaron
50 muestras provenientes de los departamentos de Lima, San Martin, Huanuco y Ucayali. De 47
muestras provenientes de Lima, 18% fueron positivas a coliformes totales y un 9% a coliformes
fecales. Se determind una marcada actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus en
extractos provenientes de Ucayali en diluciones del 50% y 100%..
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ABSTRACT

The microbiological control of extracts of Croton lechleri expended in the comercialization below the
name of "Sangre de Grado" .was realized. Also was evaluated the antibacterial activity of the same.
50 samples proceeding from the departrnents of Lima, San Martin, Huanuco and Ucayali were
analized. From 47 samples proceeding from Lima, 18% were positives to totals coliforms and 9% to
fecals coliforms. A marked antibacterial activity agains Staphylococcus aureus in extracts proceeding
from Ucayali in dilution of 50 % and 100 % was determinated.

Key Words: Microbiological control, Croton lechleri, Sangre de grado, antibacterial activity.

INTRODUCCION

En los Ultimos afios, numerosas investigaciones se han venido realizado encaminadas a la busqueda
de nuevos compuestos con actividades bioldgicas a partir de fuentes naturales. Dentro de ellas, un
considerable numero de estudios han sido llevados hacia la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria, antioxidante o antimicrobiana de extractos y otros productos de plantas medicinales y
aromaticas.

Croton lechleri es una planta cultivada en el Perd. Existen cerca de 52 especies de este género,
especialmente en los departamentos de Loreto, San Martin, Huanuco, Junin y Ucayali, siendo
ampliamente utilizada en la medicina tradicional. La resina de este arbol es conocida cominmente
como "Sangre de grado o drago", por su gran parecido a la sangre humana W@ contiene el
alcaloide Taspina (accidon cicatrizante) y Proanticianidina oligomérica (SP-303) de accion antiviral.
Especies de esta familia contienen antraquinonas, triterpenoides, epoxiacidos grasos, acidos grasos
insaturados y agentes antitumorales .

El latex de este arbol amazénico es usado en forma tradicional desde épocas ancestrales y en los
tiempos modernos ha sido estudiado y se ha demostrado sus propiedades medicinales como
cicatrizante y como antiviral. Experimentos in vitro muestran que inhibe diferentes virus, incluyendo el
virus herpes (HSV tipos 1y 2), el virus de la hepatitis (A y B), el virus de la influenza A (FLU-A) vy el
virus de la parainfluenza (PIV).“?

Se ha demostrado que 5 de 11 especies del Gen Groton presentan actividad antimicrobiana, espe-

cialmente para los gram positivos ©.

(*) Instituto de Investigacion, Laboratorio de Microbiologia. Facultad de Medicina Humana, Universidad de San Martin de
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La "Sangre de grado" tiene un uso muy extendido en nuestra poblacion tanto rural como urbana. En
la medicina herbaria peruana se utiliza y se recomienda extensamente para el uso externo como
agente curativo de heridas y como antiséptico en ducha vaginal, para los desérdenes de la piel y
relievar mordeduras del insecto. Se toma internamente para hemorragias, Ulceras en la boca,
infecciones de la gar%anta, tuberculosis, Ulceras pépticas, desordenes intestinales, reumatismo y
realzar la fertilidad @ .

Si bien es cierto, la sangre de grado ha sido estudiada detalladamente en sus aspectos fitoquimicos,
son muy pocos los trabajos de control microbiolégico de esta resina, por lo que el objetivo del
presente estudio fue evaluar microbiolégicamente el extracto crudo de croton lechleri expendido en
la via publica asi como determinar in vitro su actividad antibacteriana.

MATERIAL Y METODOS
Recoleccién y preparacion de la muestra.

Las muestras de sangre de grado se obtuvieron por la modalidad de compra en diferentes distritos de
Lima Cercado (Av. Tacna, Av. Grau, Av. Caqueta y Av. Abancay), Surquillo (Mercado 1 y 2), Lince
(Mercado), Magdalena (Mercado), Comas (Av. Tupac Amaru), Puente Piedra (Mercado), anotando la
procedencia de cada una de ellas. En total se obtuvieron 47 muestras, en su gran mayoria
provenientes del comercio ambulatorio. Ademas se analizaron tres muestras del extracto crudo (latex)
procedentes de los departamentos de San Martin (Moyobamba), Huanuco (Tingo Maria) y Ucayali
(Pucallpa).

Para realizar el control de calidad, se diluyeron las muestras con solucién buffer fosfato a pH 7,
preparando diluciones a 10-1, 10-2, 10-3 y 10-4. Para evaluar la actividad antibacteriana, las mues-
tras se llevaron a diferentes concentraciones con solucion buffer fosfato a pH 7, preparando dilu-
ciones al 10%, 25%, 50% y 100%.

Medios de cultivo y cepas bacterianas.

Los medios de cultivo empleados para el control de calidad microbiolégico fueron: caldo lauril triptosa
CLT), caldo lactosado verde brillante al 2% (CVB), agar tripticasa soya (ATS) y agar sabouraud (AS).
Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizo el agar Mueller-Hinton (AMH).

Las cepas utilizadas para la evaluacion de la actividad antibacteriana fueron escherichia coli (ATCC
11229), staphylococcus aureus (ATCC 25923) y pseudomona aeruginosa (ATCC 27853). Con cada
una de ellas se prepararon suspensiones con suero fisiol6gico estéril llevandose a la concentracion
del patrén 0,5 de la escala de McFarland.

Control de calidad microbiolégico.

Se analiz6 el recuento total de mesofilos aerobios (RMA), recuento de coliformes totales (RCT),
recuento de coliformes fecales (RCF) y recuento de levaduras (RL).

Para el RMA se utilizé el método de recuento estandar en placa. Para ello, las muestras de Sangre de
grado se procesaron directamente como si se tratara de una muestra de agua, diluyéndose con buffer
fosfato a pH 7. Se realizaron diluciones sucesivas de 10-1, 10-2, 10-3 y 10-4, agregando en una placa
Petri estéril 1 ml de cada una de las diluciones, agregando luego agar ATS, homogenizandose con
movimientos rotatorio s e incubandose a 35°C por 24 h. Para realizar los calculos se eligieron dos pla-
cas, correspondientes a una diluciébn que presente entre 30 y 300 colonias. Se hallaron la media
aritmética de los dos valores, multiplicandose por el factor de dilucién.

Para el RCT y el RCF se utilizé el método norteamericano de la técnica de Colimetria por el nimero
mas probable (NMP). El primero de ellos emplea el caldo CLT, seguido de la confirmacion de los
tubos positivos de gas en caldo CVB, incubandose a 35°C por 24 a 48 h. Los tubos que mostraron
produccién de gas en las primeras 24 h y en las 48 h adicionales, fueron considerados para la
determinacién de coliformes fecales y para la determinacién del NMP de coliformes totales. Para los
célculos se compararon los resultados con la tabla de NMP (8).



Para el RL se utilizé el método de recuento estandar en placa. Para ello, las muestras de sangre de
grado se procesaron directamente como si se tratara de una muestra de agua, diluyéndose con buffer
fosfato a pH 7. Se realizaron diluciones sucesivas de 101, 10-2, 10-3 y 10-4, agregando en una placa
Petri estéril 1 ml de cada una de las diluciones, agregando luego agar AS, homogenizandose con
movimientos rotatorio s e incubandose a 35°C por 24 h. Para realizar los calculos se eligieron dos pla-
cas, correspondientes a una dilucion que presente entre 30 y 300 colonias. Se determiné la media
aritmética de los dos valores, multiplicAndose por el factor de dilucién.

Determinacion de la actividad antimicrobiana.

Se utilizoé el método de excavacién en placa cultivo. Previamente se repicaron los microorganismos
de ensayo (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa) sobre el agar ATS a
37°C. Después del periodo de incubacién, se prepararon suspensiones de cultivo en suero fisiol6gico
estéril, ajustando el in6culo hasta una concentracidon de microorganismos equivalente a 0,5 en la
escala de McFarland (9).

Al preparar las placas del agar AMH, se afadié 1 ml de la suspension de inéculo por cada 100 ml de
medio de cultivo, homogenizandose con movimientos de rotacién y solidificandose a temperatura
ambiente, rotulandose con el nombre del microorganismo testigo. Luego se hicieron los pocillos
mediante un excavador de 5 mm de diametro procurando que su distribucidon en cada placa sea
equivalente. En cada pocillo se coloc6 100 L de las diferentes concentraciones del latex a evaluar
(10%, 25%,50% y 100%), asi como los controles negativos (suero fisioldgico) y positivos
(ciprofloxacina, 5mg/mL) con un total de dos repeticiones por tratamiento para cada bacteria. Las
placas se incubaron a 37°C durante 24 h, al cabo del cual se evaluaron los resultados mediante la
lectura en milimetros del halo de inhibicién del crecimiento de los microorganismos.

Para calcular el porcentaje del efecto inhibitorio relativo respecto al control positivo, se dividio la
media del didmetro del halo inhibitorio del latex entre la media del didmetro del halo inhibitorio del
control positivo multiplicado por 100.

RESULTADOS
La tabla 1 muestra los resultados del control de calidad microbioldgico de la "Sangre de grado". Se

debe sefalar que 24 muestras presentaron recuentos de mesofilos entre 10 y 100 UFC/ mi, mientras
que 38 presentaron recuentos superiores a 100 UFC/Mi

Tabla 1. Frecuencia relativa de mesdfilos aerobios en muestras de "Sangre de gradoe". Lima, 2002,

RECUENTO DE MESOFILOS AEROBIOS (1 x 107)
0,00 0,10-0,99 [ 1,00 — 1,99 2,00 2,09]_1,0“ 3,90
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La Tabla 2 muestra que e118% de las muestras fueron positivas a coliformes totales y el 9% a
coliformes fecales. Sélo una muestra presenté recuentos de coliformes de 14 UFC/100 mL.

Tabla 2. Recuento de coliformes totales y fecales en muestras de "Sangre de grado”. Lima. 2002.
[ RCF | TOTAL |
# [ % |
50 | 100 |

Muestras (+) l
18 |3

A ®

En la Tabla 3 se observa que 36 muestras presentaron recuentos de levaduras menores a 20
UFC/mL, mientras que so6lo cuatro de ellas presentaron recuentos superiores a 66 UFC/mL.
Tabla 3. Frecuencia relativa del recuento de levaduras en muestras de "Sangre de grado". Lima. 2002.

RECUENTO DE LEVADURAS (1 x 10°)
[Frecuencia| <0,05 | 0,06 | 0,21 036- | 051- | >0,66 | TOTAL

[ 020 | 035 050 | 065
7 | 19 | 6 3 |1 4 50 |




Las muestras procedentes de Moyobamba, Tingo Maria y Pucallpa presentaron recuentos de
mesofilos aerobios menores a 50 UFC/mL, negativos para coliformes totales y fecales y con menos
de 10 UFC/mL para las levaduras. Los detalles se observan en la Tabla 4.

Tabla 4. Recuento de microorganismos en las muestras procedentes de provincia. 2002,

RECUENTO DE MICROORGANISMOS

1 iz Mesdafilos Levaduras Coliformes Coliformes
pyocedencia (UFC/mL) (UFC/mL) Totales Fecales
| (UFC/100 mL) | (UFC/100 mL) |
| 34 9 0 | 0
[ 23 5 0 | 0

Pucallpa | 5 1 | 0 | l’)

La mayor actividad antimicrobiana se observé a concentraciones del 50% y 100% del latex de
"Sangre de grado". Se observaron halo s de inhibicibn semejantes a los del control positivo en las
cepas de S.aureus y en menor grado de P.aeruginosa, en tanto que frente a las cepas de E.coli no se
observé halos de inhibicion. Los detalles se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividad antibacteriana del latex de croton lechleri "Sangre de grado” frente a diferentes
microorganismos.' 2002.

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION

MUESTRA ()
S.aureus E.coli P.aeruginosa
10%)25%(50%|100%|C-+10%25%|50%| 100%|[C+10%[25%|50%| 1 00%|/C+
2
Moyobamba 12 14 | 24| 26 |30| O 0 0 |40 170 12 /16 | 16 40|

13|14 25| 26 (28] 0
12 [ 17 | 24| 26 [30] 0
14|16 [24 | 25 [30] 0
18 |23 [ 28 | 26 |28] 0
192326 | 28 30| 0
W 5 1220 21 [28] 0

101319 21 [30] 0

0 0O [42) 8 |12 | 18] 18 |40
0 0O |40/ 10 | 16 | 25| 26 |39
0 140014 | 22 | 28| 24 |40
0 0 140| 16 | 22 | 25| 26 |42
0 0 140/ 14 | 20 | 23 | 24 140
0 0O [42] 0 |10 | 14| 15 |40
0 0O |40 0 | 8 | I5] 17 |40
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Sdélo se incluyen datos de las concentraciones de latex al 50 y 100% para los caJculos del porcentaje
del efecto inhibitorio; como puede observarse en la Tabla 6, se evidencia una respuesta de inhibicion
en el caso de las bacterias en un rango de 50% y 90% con respecto a la ciprofloxacina, siendo
staphylococcus aureus la bacteria que mas se inhibe.

MICROORGANISMO }—

CONCENTRACION

i 50% ~100% [ CONTROL
S. aureus ik 23,7 | 24,9 | 29,2
— B | 81,2 85.3 _ 100
ol A 0 0 | 40.5
E.coli — 1 A | e
B | 0 0 . 100 |
A | 203 20,7 40,1 |

¥ 5 g : .
Jil - aeririnosa

B | 51,1 [ 51,6 | 100

DISCUSION

Nuestro pais cuenta con un inmenso recurso en plantas medicinales y su estudio se hace cada dia
mas importante y necesario, son pocas las investigaciones cientificas que demuestran las
propiedades terapéuticas las que podrian abrir nuevas posibilidades en el campo de la salud.

Son pocos las investigaciones que reportan el control microbioldgico de plantas medicinales o deriva-
dos de ellas. La contaminacién de las plantas o hierbas medicinales proviene, al igual que en otras
hierbas y especies, a partir de la forma y sitio desde donde se cultivan, se extraen o se procesan (10).
La presencia de microorganismo s contaminantes en extractos o derivados de plantas medicinales
representa un riesgo potencial. para la salud del consumidor, mas si en su preparacion se utilizan
condiciones que permitan la sobrevivencia de estos.

Los resultados obtenidos demuestran que el 36% de las muestras de sangre de grado presentan
recuentos totales que sobrepasan la norma internacional de la OMS, la cual estipula que el recuento



total aerobio debe ser inferior a 105 UFC/ml, de 10 contrario son inaceptables para el consumo
humano (10). Mientras que solo una de las muestras supera las 10 /100 ml coliformes totales y
fecales permitidas por la norma internacional de la OMS. En cuanto a la presencia de levaduras en la
sangre de grado se observa recuentos de colonias muy bajos, s6lo 8% de las muestras presentaron
valores supe riores a 60 UFC/mL, siendo el limite permitido

100 UFC/ml (10).

Sin embargo, no se puede descartar que los bajos recuentos de mesofilos y levaduras sean efectos
del 1, 3, 5-trimetoxibenceno y el 2, 4, 6-trimetoxifenol componentes de la sangre de grado que
influyan sobre el crecimiento bacteriano ©" ™"

Los resultados de este estudio muestran deficiencias en la calidad microbioldgica de la Sangre de
grado por 10 cual es importante desarrollar reglamentos con respecto a los controles que deben
realizarse, ya que muchos de los extractos o derivados de plantas medicinales son vendidos
libremente en la via publica e incluso en farmacias sin ningln controlo registro sanitario, 10 cual
puede ser muy perjudicial para la salud del consumidor.

De las 700 especies del gen croton, sélo han sido estudiadas 80 especies, de las cuales en 11 de
ellas se ha evaluado su actividad antimicrobiana ®. Para el efecto se hace necesario el estudio de
cada una de las plantas medicinales y comprobar en ellas los posibles principios activos en busqueda
de nuevas propiedades farmacoldgicas.

Los ensayos realizados demuestran que la sangre de grado tiene actividad inhibitoria frente a
bacterias como staphylococcus aureus y en menor grado a pseudomonas aeruginosa, no
observandose ningun accién frente a eschenchia coli, los cuales coinciden con 10 reportado por
Zapata, 1987 “? y Chen 1994 ©,

Los mayores estudios del gen croton han sido en la evaluacion de la actividad cicatrizante por su con-
tenido en taspina, la 3-4-O-dimetilcedrusina y los polifenoles (catequinas y proantocianidinas) @ @
3. 9. accién antiinflamatoria @ @, accién antiviral la cual Ubillas, 1994 @ ® demostré actividad
contra una variedad de virus DNA y RNA entre otras muchas propiedades demostradas exper-

imentalmente in vitro como in vivo.

CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos en las condiciones de recogida de la sangre de grado, se
concluye que:

Las muestras de sangre de grado expendidas en la via publica presentaron mayores recuentos de
mesofilos aerobios, coliformes totales y fecales, mientras que las traidas del lugar donde se producen
y extrae presentaron muy baja contaminacion de mesofilos aerobios, coliformes totales y fecales asi
como de levaduras, pudiendo deberse a que no estuvieron expuestos al comercio ambulatorio y por
tanto a una posible adulteracién y contaminacion.

De las 18 muestras positivas a coliformes totales, sélo una de ellas sobrepasa los limites permitidos
por la OMS.

Frente a staphylococcus aureus se observé una gran actividad microbiana y una baja pero
significativa actividad frente a pseudomona aeruginosa. Las muestras de Sangre de grado
procedentes de Moyobamba, Tingo Maria y Pucallpa produjeron mayores halos de inhibicién frente a
las cepas control de S.aureus y P. aeruginosa. No se observé actividad antimicrobiana frente a las
cepas control de Escherichia coli para ninguna de las muestras.



Pruebas de actividad antibacteriana de latex de croton lechleeri.

Foto N® 1. Método de excavacion en placa para
observar la actividad antibacteriana de la sangre de
grado de Moyobamba (*Muestra 14) con una cepa
control de S. aureus.

Foto N° 2. Método de excavacion en placa para
observar la actividad antibacteriana de la sangre de
grado de Tingo Maria (*Muestra 27) con una cepa
control de S. aureus.

Foto N” 4. Método de excavacion en placa para

Foto N° 3. Método de excavacién en placa para observar la actividad antibacteriana de la sangre de
observar la actividad antibacteriana de la sangre de grado de Tingo Maria (*Muestra 27) con una cepa
grado de Moyobamba (*Muestra 14) con una cepa control de P. aeruginosa.

control de P. aeruginosa.

i e Foto N° 6. Método de excavacion en placa para
Foto N° 5. Método de excavacion en placa para observar la actividad antibacteriana de la sangre de

observar la actividad antibacteriana de la sangre grado de Tingo Maria (*Muestra 27) con una cepa
de grado de Moyabamba (Muestra 14) con una control de E.coli.

cepa control de E coli



Los mayores halos de inhibicion se observaron a concentraciones de 50% y 100% de latex de croton
lechleri.

Se puede concluir que ya que se observé una buena actividad a bacterias gram positivas como
staphylococcus aureus, puede ser que la accion antimicrobiana de este latex evite o inhiba el
crecimiento de bacterias meséfilas que muchas de ellas son gram positivas

RECOMENDACIONES

En este tipo de productos se considera importante seguir los procedimientos de buena manufactura
sanitaria a fin de evitar la contaminacién con microorganismos ambientales.

Por la ausencia de control de calidad poco se puede confiar en que el latex proceda de especies de
croton productoras de taspina y otros principios activos.

Se deben seguir con los estudios de actividad antimicrobiana para otras bacterias especialmente
gram positivas asi como para levaduras y hongos, ya que no hay muchos trabajos realizados en este
tema.

Jose Huapaya Y.

Instituto de Investigacion.
Laboratorio de Microbiologia
Facultad de Medicina Humana
Universidad San Martin de Porres.
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