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Actividad antimicrobiana in vitro del extracto foliar
de zabila (Aloe vera L.) en microorganismos de

interés clinico.

Doris Reyes de Fuentes, Rafael Fernandez Da Silva

RESUMEN

La zabila es una planta de gran interés médico-farmacéutico,
por las diversas y numerosas propiedades medicinales en
enfermedades de distinto origen, corroborandose el efecto de sus
extractos en estudios in vitro e in vivo. Se evalué mediante el
método de macro dilucion, la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico foliar del Aloe vera L. (5% a 80%), cualitativamente
por la turbidez del cultivo en medio liquido y cuantittivamente
en unidades formadoras de colonia (UFC) en medio soélido. Se
determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI), bactericida
(CMB) y fungicida (CMF) en 50 L del inoculo de microorganismos
de interés clinico, tales como: complejo Candida albicans,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus a 37°C a 24 y 48 h. A las 24 horas, la CMI fue 35, 40 y
55% y la CMB fue 40, 45 y 60%, para E. coli, P. aeruginosa'y S.
aureus respectivamente, mientras que en C. albicans, la CMI y
CMF fueron 55 y 60% respectivamente. A las 48 horas de cultivo
la CMI fue 30, 35y 25% y la CMB fue 35, 40 y 30%, para E.
coli, P. aeruginosa y S. aureus, respectivamente, mientras que
en C. albicans, la CMIl y CMF fueron 40 y 45% respectivamente.
Los resultados encontrados con la exposicion a 48 h al extracto
foliar de Aloe vera L. de estos microrganismos, permite concluir
que los mismos son erradicados, planteandose a futuro como
una eficaz y econémica alternativa natural para el tratamiento de
las afecciones causadas por estos organismos tan importantes
clinicamente, luego que se realicen las validaciones legales in
vivo, que permitan su definitivo uso comercial.
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ABSTRACT

Antimicrobial activity of leaf extract of zabila (Aloe vera L.) in
growth of clinical microbes

The zabila is a plant of great medical and pharmaceutical
interest, for its various and numerous medicinal properties in
diseases of different origin, corroborating the effect in vitro and
in vivo of extracts. This study evaluated the antimicrobial activity
with macro dilution method, in the ethanol extract of Aloe vera
leaf (5-80%), qualitatively by the turbidity of the culture in liquid
medium and quantitatively in colony forming units (CFU) on solid
medium. Determined the minimum inhibitory concentration (MIC),
bactericidal (BIC) and fungicidal (FIC), in 50 uL of the inoculum
of microorganisms of clinical interest such as Candida albicans
complex, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus at 37°C for 24 and 48 h. Found that at
24 hours, MIC was 35, 40 and 55% and BIC was 40, 45 and 60%
for E. coli, P. aeruginosa and S. aureus, respectively, whereas
C. albicans, the MIC and MFC were 55 and 60% respectively.
After 48 hours of culture MIC was 30, 35 and 25% and BIC
was 35, 40 and 30% for E. coli, P. aeruginosa and S. aureus,
respectively, whereas C. albicans, the MIC and MFC were 40 and
45% respectively. The 48 h exposure to the leaf extract of Aloe
vera L has great potential biocide for these clinically important
microorganisms, can be effectively used in the production of
generic drugs of low economic value to treat conditions caused by
them in the future, once the legal validation in vivo, allowing their
final commercial use are made.
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INTRODUCCION

El Aloe vera L. (sinonimia con Aloe barbadensis Miller) es
la especie herbacea, xerdfila y suculenta mas popular e
importante de la familia Asphodelaceae, originaria de las
regiones secasy calientes del norte y este de Africa, debiendo
su nombre Aloe al arabe “alloech” o hebreo “halal” que
significa sustancia amarga brillante (1), mientras que vera es
verdad en latin (2); conocida entre muchas denominaciones
comunes, como lirio del desierto en Africa, doctor Aloe en
América y elixir de vida en Rusia (2). Esta planta de rapida
multiplicacion vegetativa, con una altura promedio de 50 a
70 cm en su madurez (de cuatro a cinco afios), de tallo corto
y hojas suculentas dispuestas en forma de roseta, presenta
multiples propiedades médico-farmacéuticas tanto de uso
veterinario como humano (1, 3). En este sentido, es usada
desde hace milenios por diferentes civilizaciones antiguas,
tales como Egipto, Babilonia, India, Grecia, Japon y China
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(3). En la actualidad distintas partes (raices, tallo y hoja) de
la planta son empleadas para el tratamiento de diferentes
afecciones, pero en mayor grado es utilizado el gel o cristal
de la hoja para la obtencion de los mas de 100 diversos
compuestos bioactivos, tales como vitaminas (A, C, E, B1,
B2, B6 B12, acido félico y colina), minerales (Ca, Cr, Cu, Se,
Mg, Mn, Na, K, P, Zn, Al, Ba, Sr y Fe), azucares (glucosa,
fructosa, acemanano, entre otros) enzimas (amilasa, lipasa,
bradiquinasa, catalasa, peroxidasa y superoxido-dismutasa),
aminoacidos (20 de los 22 aminoacidos del ser humano y
7 de los 8 aminoacidos esenciales), esteroides (colesterol,
campesterol, B-sisosterol y lupeol) y antroquinonas (acido
aloético), que son empleados en enfermedades, tales como
diabetes, diferentes problemas gastricos, tumores, asi como
por su actividad inmunoldgica, ansiolitica, hipoglicémica,
antioxidante, antiinflamatoria, cicatrizante, antiviral y
antimicrobiana (2-7).

En la actualidad se esta dando una verdadera revolucion en
medicina, volviendo al uso de las plantas ancestrales, como
potenciales alternativas terapéuticas econémicas y eficaces
contra numerosas y diversas enfermedades, por ello el Aloe
vera, una planta tropical perteneciente a la antigua familia
Liliaceae (8) representa un icono en este sentido, ya que
desde hace muchos afios es utilizada en la elaboracion
de medicamentos destinados a tratar quemaduras (9, 10),
ulceras pépticas (11), lesiones de la mucosa gastrica (12),
asi como antiinflamatorio y de proliferacion celular (13-15),
psoriasis, herpes, acné y pie de atleta (16). De igual manera
en la fabricacion de farmacos antimicoéticos, antibacteriales
y antivirales (17, 18).

En este orden de ideas, hoy en dia se buscan medicamentos
alternativos econdmicos, sencillos, versatiles y novedosos
para el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas,
debido a la rapida apariciéon de nuevas cepas microbiales
resistentes a los antibidticos convencionales. Por lo cual,
muchos investigadores evaluan diferentes metabolitos
vegetales, como potencial solucién en el control del
crecimiento de nuevas cepas de microorganismos. En
este sentido, en funcidon de los antecedentes ya descritos
acerca del Aloe vera como antimicrobiano natural, el
presente estudio evalué el efecto biocida del extracto
etandlico foliar del Aloe, sobre los microorganismos de
interés clinico: complejo Candida albicans, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus aureus, con la
finalidad de ofrecerle directamente a las comunidades un
sencillo preparado terapéutico genérico que sea efectivo
para uso externo, seguro al ambiente y a bajo costo, en
aras de subsanar en atencion primaria en las mismas, las
diversas infecciones en heridas ocasionada por diversos
microorganismos de interés clinico.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal. Las pencas uhojas carnosas de zabila (Aloe

vera L.) donadas del campus experimental de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Central de Venezuela (UCV)
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(Municipio Atanasio Girardot. Edo. Aragua), previamente
lavadas con agua corriente, se cortaron para extraer el
cristal o gel de la cubierta foliar externa que es descartada,
posteriormente se secaron en estufa a 70°C durante 7 dias,
para luego molerlas hasta obtener 25 g del polvo foliar, el
cual fue disuelto en 25mL de etanol al 80% en agitacion
continua por 24 horas, luego de las cuales se procedio a la
evaporacion del etanol, obteniéndose una soluciéon a una
concentracion del 100%, a partir de la cual se prepararon
una serie de diluciones para concentraciones inferiores
(5-80%), empleando el método de dilucién, usando como
disolvente caldo infusion cerebro corazon (BHI) para realizar
la evaluacion de la actividad antimicrobiana (19).

Microorganismos. Cepas liofiizadas ATCC (American
Type Culture Collection) de complejo Candida albicans
(CVCM1363), Pseudomonas aeruginosa (CVCM43) 'y
Staphylococcus aureus (CVCM691) suministradas por el
Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos
(CVCM) del Instituto de Biologia Experimental (IBE) de
la Universidad Central de Venezuela (UCV), asi como
Escherichia coli (U9-41) donada por la Escuela de Bioanalisis
de la Universidad de Carabobo.

Preparacion de las suspensiones microbianas. Las
cepas liofilizadas se hidrataron en caldo BHI, para luego
incubarse por 24 horas a 37°C para su reproducciéon en
condiciones normales de gases. Luego se sembraron
en agares selectivos (MacConkey, Manitol salado,
Cetrimide y Sabouraud con clorafenicol) dependiendo
del microorganismo, incubandose por 24 horas a 37°C.
Posteriormente, se seleccionaron colonias aisladas
suspendiéndolas en Caldo BHI , incubandose nuevamente
por 24 h a 37°C, después de ajustar la turbidez de las
mismas al patrén de 0,5% Mc. Farland (medida a 540 nm),
equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL.

Preparacion de las diluciones. A partir del extracto
concentrado obtenido, se realizaron diluciones puntuales (0,
5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75y 80%)
con Caldo BHI estéril en tubos 13x100 mm.

Determinaciéon de la CMI, CMB y CMF. Se tomé una
alicuota de 750 pL de la suspension microbiana, ya
ajustada (Mc. Farland), la cual se adicion6 en 2.250 L de
caldo BHI, para que interactie con la dilucién del extracto
respectiva durante 24 y 48 h a 37°C. Transcurrido el tiempo
de exposicion de los microorganismos ya descritos, se
procedié a inocular 50 pyL de la suspensiéon microbiana
con el extracto a diferentes concentraciones en Agar BHI
en placas de Petri, utilizando la técnica de siembra en
superficie con espatula de Drigalski, ademas de inocular en
tubos con caldo BHI, empleando asa de platino calibrada de
10 pL (19). Se evalud cuantitativamente el primero a través
del numero de unidades formadoras de colonias (UFC) y
cualitativamente el segundo mediante la turbidez del medio
(20), estableciéndose para las tres cepas bacterianas la
concentracion minima inhibitoria (CMI) que determina el
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efecto bacteriostatico y la concentracion minima bactericida
(CMB), asi como la CMI y CMF para la levadura, que
establece respectivamente el efecto fungistatico y fungicida.

Controles. Se utilizé un control negativo (medio de cultivo con
solo extracto), para verificar la presencia de contaminantes
microbianos y un control positivo (medio de cultivo con la
cepa pura sin extracto), para verificar la viabilidad celular.
Adicionalmente, se realizaron evaluaciones microscoépicas
(tincion Gram) y pruebas bioquimicas convencionales para
constatar la pureza de los cultivos. Por ultimo, se verifico que
posibles remanentes del etanol en la soluciéon concentrada
final, no tuviera efecto antimicrobiano, asegurando que
dicho solvente se habia evaporado por completo durante el
proceso de obtencion del extracto al 100%, realizando para
ello los ensayos con diluciones de una solucién sin polvo
foliar de Aloe vera, evidenciandose crecimiento microbiano
de todas las cepas en todas las concentraciones.

Analisis de los resultados. Los ensayos se realizaron
por cuadruplicado obteniendo reproducibilidad de los
resultados, que se analizaron mediante el programa
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estadistico: Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 18, empleando como estadisticos clasicos las
medias y desviaciones estandar.

RESULTADOS

La evaluacion del extracto etandlico foliar de Aloe vera
en el crecimiento de microorganismos de interés clinico,
mostré una respuesta diferencial significativa (P<0,05) en
el tiempo de cultivo (24 y 48 horas) y la especie microbial.
Evidenciandose tanto en el medio liquido como en el sélido,
un crecimiento similar en funcion a la concentracion del
extracto, en el efecto bacteriostatico y bactericida en E. coli,
P. aeruginosa y S. aureus, asi como el efecto fungistatico
y fungicida en el complejo C. albicans. En este sentido, se
encontré que alas 24 horas la CMlI fue 35,40y 55% y la CMB
fue 40, 45 y 60%, para E. coli, P. aeruginosa y S. aureus,
respectivamente, mientras que en C. albicans, la CMI y
CMF fueron 55 y 60%, respectivamente. A las 48 horas de
cultivo la CMI fue 30, 35y 25% y la CMB fue 35, 40 y 30%,
para E. coli, P. aeruginosa y S. aureus, respectivamente,
mientras que en C. albicans, la CMI y CMF fueron 40 y 45%,
respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad antimicrobiana in vitro del extracto foliar de zabila (Aloe vera L.) en microorganismos de interés clinico.

Porcentaje = Crecimiento microbiano Crecimiento microbiano Crecimiento microbiano Crecimiento microbiano
de extracto Complejo Candida Escherichia coli Pseudomonas aureginosa  Staphylococcus aureus
(%) albicans
24 Horas *48 Horas 24 Horas *48 Horas 24 Horas *48 Horas 24 Horas *48 Horas
ML MS ML MS ML MS ML MS ML MS ML MS ML MS ML MS
(UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC)
0 + >1000 +  >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000
5 + >1000 +  >1000 4 >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000
10 + >1000 +  >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000
15 + >1000 +  >1000 4 >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + 14027
20 + >1000 +  >1000 + >1000 + 215¢9 + >1000 + >1000 + >1000 + 32+3
25 + >1000 +  >1000 +  446x21 + 60£3 + >1000 + 590432 + >1000 + -
30 + >1000 + 415%13 + 3115 + - + 631+15 + 5519 + >1000 - -
85 + >1000 + 3218 + - - - + 386 + - + >1000 - -
40 + >1000 + - - - - - + - - - + 932+52 - -
45 + 320%13 - - - - - - - - - - + 15135 - -
50 +  40%2 - - - - - - - - - - + 1743 - -
55 + = o 5 o 5 = 5 = o o o + = = =
60 - - - - - - - - - - - - - - - -
65 - - - - - - - - - - - - - - - -
70 - - - - - - - - - - - - - - - -
75 - - - - - - - - - - - - - - - -
80 - - - - - - - - - - - - - - - -
Control - - - - - - - - - - - - - - - - -
Control + + >1000 +  >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000 + >1000

ML: Medio Liquido; ~ MS: Medio solido;
colonias; >1000: numero incontable;

+: con turbidez o crecimiento;
*: diferencias significativas a P<0,05.

-: Sin turbidez o crecimiento; UFC: Unidades formadoras de
Control (-): sin crecimiento; Control (+): con crecimiento
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DISCUSION

La actividad antimicrobiana, utilizando extractos (de diversos
solventes), obtenidos fundamentalmente del gel o cristal
de la hoja; es una de las propiedades mas importantes del
Aloe vera, tal como lo han evidenciado numerosos estudios,
tanto in vitro (método de difusion en agar) como in vivo en
diferentes especies de microorganismos Gram positivos
(Bacillus  cereus, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis,
Enterococcus bovis, Micrococcus luteus, Mycobacterium
smegmatis, Staphylococcus aureus 'y Streptococcus
pyogenes) y Gram negativos (Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Klepsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi y
Shigella flexneri) (2; 20).

La CMI es la menor concentracion de una sustancia que
inhibe total o parcialmente el desarrollo microbial en medio
sélido, mas no en el medio liquido, ya que en el medio sélido
por el método de difusion en agar, no hay una dilucion como
tal, por tanto en ciertas circunstancias los microorganismos
que vienen estresados por la presencia de alguna sustancia
inhibidora pueden no crecer en el agar, observandose asi
el efecto bacteriostatico o fungistatico, mientras que en el
medio liquido el factor de dilucion es mayor, de tal forma,
que los microorganismos que vengan estresados, en el
caldo se elimina por completo la sustancia inhibidora y por
ello crecen, por lo cual, la CMB o CMF es la concentracion
minima, en la que no se observa el crecimiento en medio
soélido y liquido de bacterias y hongos, corroborandose el
efecto bactericida y fungicida respectivamente (21).

En este sentido, con el método de macro dilucion utilizado
en este estudio, se obtuvieron resultados promisorios en
comparaciéon a los resultados indicados en trabajos que
emplean el método de difusiébn en agar. Asi se muestra
que el extracto etandlico foliar de zabila empleado, es de
alta efectividad, ya que posee actividad bacteriostatica
y bactericida en las bacterias Gram positiva S. aureus y
Gram negativas E. coli y P. aeruginosa, asi como el efecto
fungistatico y fungicida en el complejo C. albicans, tal como
se ha evidenciado en diversos trabajos publicados con
extractos acuosos, etandlicos, metandlicos y acetonicos de
distintos érganos vegetales de esta planta (22). Asimismo, a
mayor tiempo de exposicion (48 h) al extracto se obtuvo una
actividad superior, ya que el crecimiento de todas las cepas
de microorganismos estudiadas fue erradicado a bajas
concentraciones del mismo (19), lo que podria ser debido a
lo lento del proceso de desacople o inhibicién de los sistemas
estructurales o funcionales de la célula microbial, por parte
de los metabolitos secundarios presentes en el extracto (23,
24). Porlo cual, en este estudio se logré visualizar la actividad
antimicrobiana con las cuatro cepas microbiales empleadas,
utilizando el extracto etandlico a una concentracion inferior al
60% a ambos tiempos de exposicion (24 y 48 h), respuesta
por debajo a la reportada por otros investigadores (25) con
los mismos microorganismos, evaluando extractos acuosos
y etandlicos, indicando la inhibicién del crecimiento de los
mismos a concentraciones del 70% a 24 h de exposicion.

En este orden de ideas, para el complejo C. albicans, se
observa el efecto fungicida a las 24 h de exposicion con 60%
del extracto, disminuyendo a 45% el CMF al tiempo de 48 h,
concentracion inferior a la indicada por otro investigador (9)
que sefiala la accion funguicida a 90% del extracto etandlico
alas 24 h, utilizando el método de difusién en agar. Asimismo,
con este extracto se logré una mejor respuesta bactericida
que la indicada con extractos acuosos o metandlicos al 50%
(26). No obstante, otros autores (27), plantean una mejor
accion funguicida a las 24 h, con el extracto acuoso (12,5%)
y etandlico (6,25%), pudiendo deberse dicha respuesta al
empleo de una cepa distinta a la utilizada en este trabajo.

En el caso de E. coli, se encontré una tendencia similar,
donde un incremento en el tiempo de exposicion determina
un mayor efecto bactericida, no encontrando crecimiento
bacteriano con el extracto al 35%, concentracion inferior
a la indicada por otros investigadores, donde reportan una
accion bactericida a 40% (28), 50% (27), 90 % (9) y 100%
(29; 30) del extracto etandlico a las 24 h utilizando el método
de difusién en agar.

Para S. aureus se encontré una respuesta marcadamente
superior al aumentar el tiempo de exposicion, pasando la
accion bactericida de 60% a las 24 h a 30% a las 48 h,
concentracion inferior a la indicada por otros investigadores
(28), donde reportan una accion bactericida a 40%
(28), 95% (9) y 100% (29 - 32), del extracto etanolico
a las 24 h utilizando el método de difusion en agar. Es
importante resaltar, que con este extracto se obtuvo una
mayor respuesta bactericida que la sefialada por otros
investigadores al emplear extractos acuosos o metandlicos
al 50% (26). No obstante, otros autores (27), describen una
mejor accion bactericida a las 24 h con el extracto etandlico
(6,25%), pudiendo deberse dicha respuesta al empleo de
una cepa diferente.

Por ultimo, con P. aeruginosa, se obtuvo una respuesta
similar a las indicadas en las dos cepas bacterianas
anteriores, donde un incremento en el tiempo de exposicion
influyo en un mayor efecto bactericida a 35%, no
encontrando crecimiento bacteriano con un extracto al 40%
a las 48 horas, concentracion similar (28) o inferior 90% (9);
100% (29; 30; 32) a la reportada por otros investigadores
a las 24 h utilizando el método de difusion en agar. Es
importante resaltar que solo con extracto acuoso o etandlico
de hoja se presenta la inhibicién del crecimiento de este
microorganismo, tal como lo sefalaron algunos autores
al ensayar extractos a base de raices, tallo y hojas (33),
siendo mayor al emplear el extracto a base de etanol, ya
que es un solvente que permite la extraccion de mas de 21
compuestos quimicos con potencial biocida, principalmente
taninos, flavonoides y antroquinonas (34), que acttan sobre
los distintos componentes de la membrana plasmatica y
pared celular, particularmente lipidos, adhesinas y proteinas
de transporte (35-38), asi como ocasionando la pérdida
de sus funciones e incrementando la permeabilidad de los
protones e iones de la misma (22).
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Finalmente, se puede concluir que la mayor actividad
antimicrobiana se logré a las 48 horas de exposicion a bajas
concentraciones del extracto etandlico foliar. A este tiempo
de cultivo, a partir del extracto al 30%, la cepa mas sensible
fue S. aureus, a diferencia de las cepas E. coli, P. aeruginosa
y complejo C. albicans que fueron mas resistentes, dado
que se requirieron mayores concentraciones del extracto
(40-45%). De tal forma, que sustentandose en los
resultados hallados con este extracto in vitro, se refuerza
la potencialidad de la medicina natural de esta ancestral
planta, sugiriéndose para un futuro no lejano la posibilidad
de su empleo en la elaboraciéon de formulaciones de uso
tépico para el tratamiento de las afecciones causadas por
estos microorganismos, previa evaluacion farmacoloégica y
toxicolégica en modelos in vivo con animales y/o humanos,
para asegurar su eficacia y seguridad, permitiendo asi su
uso en atencion primaria en salud, como preparado popular
en las comunidades.
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