Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2011;16(3):244-252

ARTICULO ORIGINAL
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RESUMEN

Introduccion: los vinagres de bambu se utilizan en los paises orientales en
aplicaciones farmacéuticas, con la especie Guadua angustifolia Kunth no se han
encontrado investigaciones similares. Evaluar la actividad antiséptica del vinagre de
guadua permitiria avanzar en estos desarrollos.

Objetivo: determinar la sensibilidad de las bacterias Pseudomona aeruginosa y
Staphylococcus aureus frente al vinagre de guadua, los cambios con la concentracion
y el pH.

Métodos: la actividad antimicrobiana se midié por difusién en agar en medio Muller
Hinton. Se ensayaron vinagres a concentraciones entre 100, 80, 60, 40 y 20 % a pH
entre 3 y 6. Se establecié la concentracion minima inhibitoria.

Resultados: el vinagre de guadua presenta actividad antiséptica a concentraciones
superiores a 12 mg/mL en base seca, rango de pH 2 a 6, reduce en 4 log la
concentracion de microorganismos y muestra mayor actividad antiséptica contra S.
aureus.

Conclusiones: la actividad antiséptica del vinagre de bambu comparado con el de
otra especie, obtenido en condiciones similares a las que se realizaron en este
estudio, se obtiene una mayor actividad para el vinagre de G. angustifolia, lo cual
permite demostrar el gran potencial de este para el desarrollo de formulaciones con
actividad antiséptica.

Palabras clave: Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, acido acético,
vinagre de Guadua angustifolia Kunth, actividad antiséptica.
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ABSTRACT

Introduction: bamboo vinegars are used in the Asian countries for pharmaceutical
applications, but the Guadua angustifolia Kunth species has not been similarly
researched in this field. The assessment of the antiseptic activity of guadua vinegar
would allow moving forward in this direction.

Objective: to determine the antiseptic action of guadua vinegar against Pseudomona
aeruginosa and Staphylococcus aureus bacteria, with several changes in concentration
and the pH.

Methods: the antimicrobial activity was measured through the agar diffusion in
Muller Hinton medium. Guadua vinegars were tested at 100, 80, 60, 40, and 20 %
concentrations and the pH ranged 3 to 6. The minimum inhibitory concentration was
set.

Results: guadua vinegar showed antiseptic properties at concentrations over 12
mg/mL, on dry weight and pH range of 2 to 6; it reduced by 4 log the final
microorganism concentration and exhibited greater antibacterial activity against S.
aureus.

Conclusions: comparing the antiseptic activity of bamboo vinegar with that of
another species, under conditions similar to those in this study, results in greater
activity for Guadua angustifolia vinegar, which can prove its great potential for the
development of antiseptic formulations.

Key words: Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, acetic acid, Guadua
angustifolia Kunth vinegar, antiseptic activity.

INTRODUCCION

Guadua angustifolia Kunth es una planta ampliamente utilizada en Colombia en el
sector de la construccion, por ser una especie autéctona que se encuentra natural en
muchas de las zonas rurales de Colombia. Por sus buenas propiedades mecanicas, se
utiliza en especial por los campesinos para construir viviendas, pero en el proceso de
cosecha y transformacion solo se emplea 40 %, lo demas se convierte en residuo.
Uno de los usos que se esta investigando en Colombia a este residuo es la
transformacion en vinagre de guadua, el cual se obtiene durante las etapas
preliminares de la produccion de carbén a partir de estos residuos, a temperaturas
alrededor de 200 °C. Se obtiene un liquido algo amarillo, con olor a humo, pH
alrededor de 3,9; alto contenido de compuestos fendlicos y casi 90 % de agua.? Los
vinagres de bambu contienen compuestos fendlicos como el siringol, el guayacol y
acidos orgéanicos como el acido propiénico y el acido acético.®>® Estas moléculas
ejercen diferentes mecanismos de accion, las cuales hacen que las bacterias que
generan resistencia a moléculas especificas, sean atacadas de modo simultaneo por
otros puntos blancos, amplia el espectro de accién antibacterial de los vinagres.®”’

En esta investigacion se estudia el efecto biocida del vinagre de guadua frente a
bacterias que han mostrado resistencia a antibidticos y que son patogénicas, como el
bacilo gramnegativo Pseudomona aeruginosa y el coco grampositivo Staphylococcus
aureus. La alta resistencia de estos microorganismos se debe a su capacidad de
sintetizar enzimas, que les permiten adaptarse a condiciones extremas de pH y a
medios escasos en fuentes de carbono,® y también les permiten defenderse de
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moléculas como penicilinas, meticilinas y demas antibioticos. Este hecho ha originado
en la comunidad cientifica la necesidad de buscar de continuo moléculas o matrices
que actien como bactericidas para ser utilizadas como conservantes, antibioéticos o
desinfectantes,*° de manera que permitan reemplazar los actuales, a los cuales las
bacterias han generado resistencia, o simplemente ofrecer una mayor variedad de
compuestos;*° de manera que se evite el uso continuo del mismo antibiético, para no
estimular mecanismos de resistencia en los microorganismos.**

METODOS

Preparaciéon de la muestra
Se filtraron 200 mL de vinagre de guadua en reposo minimo de 6 meses.
Cultivo de microorganismos

Cepas Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538. Se
mantuvieron en medio sélido Centrimide y Baird Parker, respectivamente. De cada
medio se tomaron 5 colonias y se inocularon en medio liquido Muller Hinton, se
incubaron por 48 h a 37 °C. La turbidez del medio se ajusté a una absorbancia de 0,2
UA a longitud de onda 540 nm en un espectrofotémetro VARIAN® CARY 50 BIO
UV/VIS. Esta absorcién resulté equivalente a una concentracion especifica de 10’
UFC/mL.

Determinacion de la sensibilidad del vinagre de guadua y del acido acético, contra los
microorganismos S. aureus y P. aureuginosa

Se realiz6 por el método de difusién en agar® en medio sélido Muller Hinton, con
vinagres a 100, 80, 60, 40 y 20 %; pH en el rango de 3 a 6, que se ajusta con sulfato
de sodio dibasico 97 %. Para comparar la sensibilidad de estos microorganismos al
acido acético, se analizaron simultaneamente soluciones de acido acéticoa 9, 6,4y 2
% (a las cuales se encuentra este acido en el vinagre de guadua a 100, 60, 40 y 20
%, respectivamente). Se utilizaron pozuelos de 4,6 mm de diametro, se deposité en
cado uno 15 pL de muestra. La medicion del didmetro total de los halos de inhibicion
se realizd con un calibrador de resolucion maxima de 0,01 mm.

Determinacioén de la sensibilidad de las bacterias S. aureus y P. aureuginosa al acido
acético y al vinagre de guadua

Influencia del pH: como el acido acético es el principal componente del vinagre de
guadua, se estudi6 su influencia en solucion acuosa 9 % a diferentes pH acidos. Se
realizé la prueba de sensibilidad con el vinagre de guadua, utilizando los mismos pH.

Interaccién de componentes: se evalud la sensibilidad de 3 compuestos presentes en
el vinagre de guadua: el acido acético, el fenol y el metanol, a concentraciones de 9,
1,3 y 0,5 %, respectivamente; concentraciones similares a las reportadas en los
vinagres obtenidos a partir de residuos ligninocelulésicos, con el fin de determinar si
existe interacciéon entre los componentes y evaluar su sensibilidad a estas bacterias
individualmente. Se utiliz6 un disefio factorial 2 3
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Concentracion minima inhibitoria (CMI): se efectud por el método descrito en Society
for Microbiology, 2007,** con medio liquido Muller Hinton. Se utilizé6 un volumen total
de 3 mL. La muestra de vinagre se proporcioné a pH 5,5 con fosfato de sodio
dibasico. El medio con microorganismos se ajusté a una absorbancia de 0,2 UA a
longitud de onda de 540 nm en un espectrofotémetro VARIAN® CARY 50 BIO UV/VIS,
equivalente a una concentraciéon de 10 UFC/mL.

Cuantificaciéon de microorganismos: se realiz6 por método de inmersion en placa, con
medio sdlido Casoy.

Andlisis estadistico: se hizo por medio del programa Design-Expert® 6.

RESULTADOS
Pruebas de sensibilidad a diferentes concentraciones y a diferentes pH

En la figura 1 se muestra la sensibilidad del acido acético y del vinagre de guadua
sobre P. aeruginosa y S. aureus, a diferentes concentraciones.
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Fig. 1. Prueba de sensibilidad sobre las bacterias
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus por el
método de difusion en agar, con variacion de las
concentraciones de acido acético y vinagre de guadua.

En la figura 2 se muestra la sensibilidad del acido acético y del vinagre de guadua con
la variacion del pH. En la figura 1 se observa que S. aureus presenta halos de
inhibicién de mayor diametro que P. aeruginosa, en todas las concentraciones de
vinagre de guadua. La P. aeruginosa presenta halos de inhibicion menores en todas
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las concentraciones estudiadas. Esto indica que la bacteria S. aureus es mas sensible
al vinagre de guadua que la bacteria P. aeruginosa. Sobre el 4cido acético, a
concentraciones bajas S. aureus es menos sensible, presenta halos de inhibicién de
menor didmetro; mientras que a concentraciones mayores, 6 y 9 %, S. aureus tiene
una sensibilidad muy similar a la que se presenta con el vinagre de guadua a las
mayores concentraciones (Fig. 1). Con P. aeruginosa, se presentan halos de inhibiciéon
de mayor diametro con todas las concentraciones de acido acético comparados con
los obtenidos con el vinagre de guadua. Sin embargo, también se presenta
variabilidad en el comportamiento frente al acido acético, porque disminuye y
aumenta a diferentes concentraciones; no se presenta un claro efecto de la
sensibilidad de este microorganismo frente a las concentraciones crecientes de
soluciones de acido acético (Fig. 1).
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Fig. 2. Prueba de sensibilidad sobre las bacterias
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus por el
método de difusion en agar, de muestras de acido acético y
vinagre de guadua a diferentes pH.

En la figura 2, al comparar la sensibilidad al acido acético (9 %, a pH entre 2y 6), a
pH superiores a 4,46, las 2 bacterias pierden sensibilidad frente al acido acético.
Frente a las muestras de vinagre de guadua a los mismos pH, la bacteria P.
aureuginosa presenta halos de inhibicion de menor diametro que S. aureus en el
rango de pH estudiado. Sin embargo, los halos de inhibicién que se obtienen con el
vinagre de guadua tienen mayor diametro que los obtenidos con &cido acético, para
ambas bacterias a pH superiores a 4,46, pH a los cuales perdian sensibilidad frente a
soluciones de &cido acético solas. Por lo tanto, ambas bacterias son sensibles al
vinagre de guadua en el rango de pH entre 2 y 6, sin embargo, es mucho mas
sensible la bacteria S. aureus que la bacteria P. aureuginosa.

Concentracion minima inhibitoria: en la tabla 1 se presentan las concentraciones
finales de microorganismos halladas en las siembras por inmersién en placa, de cada
uno de los tubos en los cuales no se presento turbidez.
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En medio liquido se evidencia una concentraciéon minima inferior que la encontrada
por el método de sensibilidad por difusiéon en agar 20 % v/v, debido a la mayor
vulnerabilidad de los microorganismos en medio liquido; porque aumentan la
permeabilidad de sus membranas y ademas tienen mayor superficie de contacto con
el biocida.

Tabla 1. Concentracion minima inhibitoria de vinagre de guadua a pH 5,5

Concentracian

: Concentracion
bacteriana final

Concentracion de vinagre de bacteriana final

Guadua. Base seca (mg/mL) Pjgﬁﬁﬁiza Staphylococous
(UFC/mL) aureus (UFC/mL)

50 10= 102

25 102 102

12 102 103

B 107 107

3 107 107

1,5 107 107

Mamero de repeticiones: 5.

Los resultados evidencian que en medio liquido las bacterias P. aeruginosa y S.
aureus son sensibles al vinagre de guadua y tienen sensibilidad similar. La
concentraciéon minima a la cual se reduce como minimo en 4 log la concentracion de
microorganismos es 12 mg/mL en base seca, equivalente a 12 % de vinagre de
guadua Vv/v para las 2 bacterias.

Interaccion de los componentes del vinagre de guadua frente a S. aureus y P.
aeruginosa: para determinar el porcentaje de contribucién de diferentes
componentes, se utilizo el estudio de interacciéon de componentes y el porcentaje de
contribucién de cada uno, que se presenta en la tabla 2. El analisis estadistico
obtenido es:

- Modelo lineal (Lack of fit 4, error puro 16) para S. aureus: R? 0,9992; R-ajustado
0,9989; R? predicho 0,9982; p< 0,0001-significativo.

- Modelo lineal (Lack of fit 4, error puro 136) para P. aeruginosa: R?0,9942; R-
ajustado 0,9939; R? predicho 0,9935; p< 0,0001-significativo.
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Tabla 2. Interaccian de componentes del vinagre de guadua a la sensibilidad contra
los microorganismos Pseudornona seruginoss v Staphylococcus aureus

% de contribucian % de contribucian

Factor Staphylocoocus Peaudormona

SLreLs SerUginosa
Fenol (A} 0,254942 1,20283
Metanaol (B} 0,1044183 0,0563343
Acido acético oy 05,9971 04,391
Fenol + metanol (A+B) 0,103079 0,217737
Fenal + acido acetico (A+C) 0,254902 1,20293
Metanol + acido acético (B+C) 0,104418 0,0568343
EEZ%I:anetanul + acido acetico 0,103079 0,217737

Frente a S. aureus, el componente que mas explica la sensibilidad, a pH inferiores de
4, es el acido acético: porcentaje de contribucién 98,99 %. El fenol ofrece un efecto
sinérgico con el acido acético, evidenciado en el aumento del tamafo del halo de
inhibicién, contribucion 0,25 %. Cuando se evalla la sensibilidad del fenol solo, no
presenta efecto biocida. EI metanol con contribucién de 0,1 %, no tiene influencia
significativa en el aumento de sensibilidad y no muestra sensibilidad por si solo. El
componente que presenta mayor actividad frente a la bacteria P. aeruginosa a pH
inferiores de 4 es el acido acético, contribucién 94,39 %. El fenol tiene efecto
sinérgico con contribucién de 0,12 %, con menor influencia que frente a la bacteria S.
aureus. Cuando se evalla su sensibilidad solo, no evidencia efecto biocida. El metanol
con contribucién de 0,056 % no tiene influencia significativa en el aumento del
actividad del acido acético. Tampoco demuestra actividad por si solo (tabla 2).

DISCUSION

El componente que mas contribuye a la sensibilidad de las bacterias S. aureus y P.
aeruginosa, frente al vinagre de guadua a pH inferiores de 4, es el acido acético,
debido a la contribucién que este hace a la actividad en 98,9 % y 94,39 %,
respectivamente. Sin embargo, es la interaccién del fenol con el acido acético la que
aumenta la sensibilidad de estas bacterias frente al vinagre de guadua a pH inferiores
a 4,46, segun los porcentajes de contribucion hallados. La P. aeruginosa es menos
sensible al vinagre de guadua que al acido acético 9 %. Esto puede ser debido que la
P. aeruginosa, frente al vinagre de guadua, puede iniciar mecanismos de defensa
inducidos por la presencia de los compuestos fendélicos, dando como consecuencia
resistencia. Esta resistencia ha sido demostrada experimentalmente con fenol y
triclosan.™®** Sin embargo, aun asi, se logra obtener la reduccién logaritmica de 4 en
la concentracidon de microorganismos a concentraciones mayores que 12 mg/mL
(tabla 1) con el vinagre de guadua, por lo cual se puede calificar como un
bactericida.*®

La alta sensibilidad del S. aureus puede deberse a su membrana compuesta de
péptido glucano y acidos teicoicos, que permiten la permeabilidad de los biocidas.*®
En caso contrario la membrana externa de la P. aeruginosa es la responsable de su
resistencia,’® porque estad compuesta principalmente por lipo-polisacaridos (LPSs) que
hacen la pared celular mas resistente a moléculas hidrofébicas, y su elevado
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contenido de magnesio hace una fuerte uniéon con los LPSs, que dificulta el paso de
los biocidas a través de la membrana.’®

La concentracion minima activa con efecto antimicrobiano del vinagre de guadua es
de 12 % v/v 0 en base seca de 12 mg/mL. Su rango de pH de acciéon esta entre pH 2
y 6. Bajo estas condiciones de concentracién y pH se logra como minimo una
reduccién en el nUmero de microorganismos de 4 log. La actividad del vinagre de
guadua en este amplio pH es una gran una ventaja porque la mayoria de los
conservantes esta condicionado a pH mas estrechos. Su uso como conservante de
productos farmacéuticos no sera limitado por el pH, porque se puede usar a un amplio
rango de pH entre 3 y 6.

Comparando la actividad antiséptica del vinagre de bambu de la especie Gigantochlo
ascortechinii,'® que se ha obtenido en condiciones similares a las de este estudio, se
reporté un halo de inhibicién (medido desde el borde) de 3,78 mm. Para el vinagre de
guadua se obtiene 5.09 mm de inhibicién a la misma concentracion. Es decir, que se
obtiene una mayor actividad para el vinagre de Guadua angustifolia, lo cual permite
demostrar el gran potencial de este para el desarrollo de formulaciones con actividad
antiséptica.
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