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RESUMEN
Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, con 

alta prevalencia a nivel mundial, la infección causa úlceras 
gástricas, duodenales y cáncer, se considera uno de los prin-
cipales problemas de salud pública en México. El trabajo eva-
lúa in vitro la actividad antioxidante, tóxica, antibacteriana y 
la capacidad de inhibir la biopelícula formada por H. pylori del 
extracto metanólico Juglans regia (EMJR) y los extractos eta-
nólicos crudos de las especies Rosmarinus officinalis (EERO) 
y Ruta graveolens (EERG) colectadas en el estado de Nuevo 
León, México. Mediante tamizaje fitoquímico se determinó 
cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios. 
La capacidad antioxidante por el método de DPPH, mostró 
que el EMJR fue el más activo con una CI50 de 2.759 µg/mL. 
Los EERG y EERO desarrollaron halos de inhibición de 11 y 
16 mm y una CMI de 0.136 y 0.51 mg/mL respectivamente, 
solo el EERO inhibe la formación de la biopelícula en un 83.7 
%. Los ensayos de toxicidad sobre Artemia salina mostraron 
toxicidad de débil a moderada. Los resultados demuestran 
el potencial uso de los extractos estudiados como fuentes 
alternativas en la búsqueda de nuevos tratamientos contra 
H. pylori.
Palabras clave: Romero, Ruda, Helicobacter pylori, antibacte-
riano, citotoxicidad. 

ABSTRACT
Helicobacter pylori is a Gram negative bacteria with a 

high prevalence worldwide, causing gastric and duodenal ul-
cers and cancer, it is one of the main public health problems 
in Mexico. This work evaluates the in vitro antioxidant, toxic, 
antibacterial activity, and the ability to inhibit the biofilm 
formed by H. pylori, of the methanolic extract Juglans regia 
(EMJR) and crude ethanolic extracts of the species Rosma-
rinus officinalis (EERO) and Ruta graveolens (EERG) collected 
in the state of Nuevo León, Mexico. Through phytochemical 
screening, the presence of secondary metabolites was qua-
litatively determined. The antioxidant capacity by the DPPH 
method showed that EMJR was the most active with an IC50 
of 2.759 µg/mL. The EERG and EERO developed inhibition 
halos of 11 and 16 mm and a MIC of 0.136 and 0.51 mg/
mL respectively, only the EERO inhibits biofilm formation 

by 83.7%. Toxicity tests on Artemia salina showed weak to 
moderate toxicity. The results show the potential use of the 
studied extracts as alternative sources in the search for new 
treatments against H. pylori.
Keywords: Rosemary, Ruda, Helicobacter pylori, antibacterial, 
cytotoxicity.

INTRODUCCIÓN
Helicobacter pylori, es una bacteria Gram negativa, 

microaerofílica de forma curveada, espiral o fusiforme, con 
dimensiones de 2 a 4 µm de longitud y 0.5 a 1 µm de ancho, 
presenta de 4 a 6 flagelos unipolares de 3 µm de largo, de 
lento crecimiento cuyo reservorio principal es el estómago 
humano (Palacios et al., 2011). Las infecciones que causa son 
problema de salud pública (Ayala et al., 2014). Se estima que 
más del 80 % de la población mundial se encuentra afectada 
por la infección, la cual propicia el desarrollo de úlceras 
pépticas, gastritis crónica y estrés oxidativo desencadenando 
inflamación y cáncer de estómago. Dentro de los factores 
de recurrencia y virulencia desarrollados por la bacteria se 
ha determinado que la capacidad de formar biopelículas 
contribuye al desarrollo de infecciones crónicas y resistencia 
al tratamiento convencional (Hathroubi et al., 2018) el cual 
consta de una terapia triple en la que se incluyen un inhibidor 
de la bomba de protones, amoxicilina y claritromicina (World 
Gastroenterology Organisation (WGO)), recientemente la 
Organización Mundial de la Salud incluyó en la publicación 
en su primera lista de «patógenos prioritarios» resistentes a 
los antibióticos a H. pylori, situándola en el tercer lugar de la 
lista de elevada prioridad, debido al desarrollo de resistencia 
a claritromicina (Salehi et al., 2018). El alto costo del 
tratamiento convencional aunado a los efectos secundarios 
y los mecanismos de resistencia generados por la bacteria 
(World Gastroenterology Organisation (WGO)) hacen que 
la búsqueda de tratamientos alternativos siga activa. La 
medicina tradicional es una actividad que ha evolucionado 
con el paso del tiempo hasta llegar a la medicina actual, 
en México existe una gran diversidad de plantas que se 
utilizan en la medicina tradicional como tratamiento para 
diversas enfermedades, dentro de los que destacan Ruta 
graveolens (Nombre común – Ruda) que tiene la capacidad 
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de ser un potente antinflamatorio debido a la presencia 
de compuestos bioactivos como flavonoides; así mismo es 
probablemente el remedio más importante en la medicina 
tradicional para ser utilizado para la inducción del aborto 
(Colucci-D’Amato y Cimaglia, 2020). Rosmarinus officinalis 
(Romero) es una especie utilizada en la medicina tradicional 
como antiespasmódico, en cólico renal, tiene actividad 
antimicrobiana, hepatoprotectiva y anti carcinogénica 
debido a los compuestos fenólicos presentes tales como 
ácido rosmarínico, carnosol, ácido carnósico (Karadağ et 
al., 2019). Otra especie de gran interés es Juglans regia 
(Nogal), su fruto (la nuez) es reconocido como uno de los 
más importantes a nivel mundial debido a su alto contenido 
nutrimental y abundante concentración de compuestos 
bioactivos como esteroles, fibra dietética y polifenoles 
que entre otras actividades han demostrado capacidad 
antibacterial, antiviral, anticáncer, antiinflamatoria (Zhang et 
al., 2020). Los extractos de las plantas en estudio pudieran 
poseer actividad relacionada con la infección causada por H. 
pylori. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar 
los extractos de Juglans regia, Rosmarinus officinalis y Ruta 
graveolens para conocer su capacidad antibacteriana, anti-
biopelícula, antioxidante y tóxica como un paso preliminar 
para su uso como fuente de nuevos compuestos con 
propiedades contra H. pylori.

MATERIALES Y MÉTODOS
Material vegetal

Las partes aéreas Ruta graveolens y Rosmarinus offi-
cinalis fueron colectadas en Iturbide, Nuevo León, México. 
Las cáscaras de nuez (Juglans regia) fueron donadas por la 
empresa Alanuez ubicada en Linares Nuevo León, México, 
como producto de deshecho. Las muestras fueron secadas a 
60 ºC / 48 h en un horno de secado Yamato DX402C.

Obtención de los extractos
Los extractos EERG y EERO fueron obtenidos por ma-

ceración asistida con ultrasonido (BRANSON 3800) a 40 KHz 
por 60 min a temperatura ambiente a una relación de 1:12.5 
sólido: líquido. Se siguió el mismo procedimiento para las 
cáscaras de nuez, utilizando metanol, el solvente se eliminó 
en estufa de secado a 60 ºC / 24 h. Finalmente, los extractos 
se conservaron a 4 °C en viales ámbar hasta su uso.

Tamizaje fitoquímico de los extractos
Los extractos se sometieron a una serie de pruebas 

químicas coloridas para determinar cualitativamente la 
presencia de metabolitos secundarios como: insaturaciones 
(KMnO4), carbonilo, grupos aromáticos, oxidrilos fenólicos 
(taninos vegetales), esteroles y triterpenos, carbohidratos, 
cumarinas, lactonas, sesquiterpenlactonas, alcaloides, flavo-
noides y saponinas, de acuerdo con Verde-Star et al. (2016).

Actividad antioxidante con DPPH•

La capacidad antioxidante de los extractos se determi-
nó por el método de DPPH• la absorbancia se midió a 519 nm 

en un espectrofotómetro (Jenway 6320D) (Gutiérrez et al., 
2008) utilizando ácido ascórbico como control positivo. Se 
realizaron diluciones seriadas de los extractos y cada concen-
tración se evaluó por triplicado, se aplicó análisis estadístico 
Probit para determinar concentración inhibitoria media (CI50). 

Material biológico 
La cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504, fue ob-

tenida del laboratorio de Biología Celular y Genética de la 
Facultad de Ciencias Biológicas, UANL; y conservada a 4 °C en 
caldo Infusión Cerebro Corazón (ICC, de OXOID).

Efecto bactericida por difusión en disco (Kirby-Bauer)
Para determinar el efecto bactericida se utilizó el 

método de difusión en disco (Hudzicki, 2009) con algunas 
modificaciones. El cultivo de H. pylori se realizó en caldo ICC, 
por 18 h / 37 °C posteriormente el inóculo se estandarizó 
usando el método de suspensión de colonias hasta alcanzar 
una turbidez comparable con el tubo de 0.5 de la escala de 
McFarland, para dar una concentración resultante de 1.5 × 
108 UFC/mL, los discos se impregnaron con los extractos a 10 
µg/mL utilizando como control negativo etanol y como con-
trol positivo gentamicina (cada tratamiento fue realizado por 
triplicado). Las cajas Petri se incubaron a 40 °C / 24 h. Termi-
nado el periodo de incubación, se midieron y se registraron 
los halos de inhibición producidos por cada tratamiento. 

Concentración mínima inhibitoria (CMI)
Para la determinación de la CMI se utilizó el método 

de micro dilución (CLSI, 2008) con algunas modificaciones 
para el cual se utilizaron placas de 96 pozos con 50 µL de 
caldo ICC estéril y 50 µL de la solución del extracto (10 µg/
mL), se homogeneizaron y realizaron diluciones seriadas, por 
triplicado, utilizando gentamicina como control positivo (50 
µL, 0.3 µg /mL), 50 µL de inóculo como control negativo y 
100 µL de caldo ICC como control de crecimiento. La lectura 
se realizó en un lector de microplacas (EL311, Bio-Tek Instru-
ments) a 570 nm.

Inhibición de la formación de biopelícula 
La inhibición de la formación de la biopelícula se midió 

utilizando el método de tinción con cristal violeta (Shao et al., 
2019) los extractos fueron probados a concentraciones de 
0.5, 1 y 3 mg/mL realizando cada tratamiento por triplicado, 
utilizando gentamicina (0.2 mg/mL) como control positivo y 
etanol como control negativo.

Actividad tóxica sobre Artemia salina
La toxicidad de todos los extractos fue evaluada 

utilizando el ensayo de letalidad sobre nauplios de A. salina 
según lo señalado por Meyer y colaboradores (1982); Se 
realizó un barrido de la actividad de los extractos probando 
a concentraciones desde 60 hasta 500 ppm, usando como 
control positivo K2Cr2O7 y como control negativo agua de 
mar, todos los ensayos se realizaron por triplicado. Las dosis 
letales medias (DL50) fueron obtenidas utilizando el análisis 
estadístico Probit.



90
Volumen XXV, Número 1

Perales-Flores et al: Biotecnia / XXV (1): 88-93 (2023)

90

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Obtención y tamizaje fitoquímico de los extractos

El proceso de maceración es una de las técnicas con-
vencionales para la extracción de compuestos bioactivos 
ampliamente utilizada debido a que es una técnica econó-
mica y sencilla (Tambun et al., 2021). El rendimiento más 
alto se obtuvo de J. regia (47.43 %), seguido de R. graveolens 
(3.19 %) y finalmente R. officinalis con 0.1 %. (ver Tabla 1). El 
rendimiento de la extracción es un parámetro que puede 
verse afectado por factores como: la madurez, temporada 
de colecta, las características del material vegetal utilizado, 
técnica y tiempo de extracción, así como el tipo de solvente 
utilizado, generan diferencias en la efectividad del método 
de extracción (Adam et al., 2019; Ashraf et al., 2018). El 
tamizaje fitoquímico es uno de las técnicas más útiles, rápi-
das y sencillas para la determinación de principios activos 
relacionados con diversas actividades biológicas y propor-
ciona bases para el aislamiento específico de compuestos 
de interés (Shaikh y Patil, 2020). Posterior a la obtención, los 
extractos se sometieron a una serie de pruebas químicas 
colorimétricas, las cuales, de manera cualitativa, señalan la 
presencia de diversos grupos funcionales. Esta técnica no 
es determinante para probar la presencia o ausencia de los 
metabolitos secundarios analizados, sino que su utilidad ra-
dica en la rapidez con que genera información para la toma 
de decisiones sobre la efectividad de la extracción, así como 
sobre las posibilidades de éxito en las actividades a analizar. 
Los resultados de los extractos en estudio se muestran en la 
Tabla 2. Los metabolitos encontrados en los extractos con-
cuerdan con lo reportado por Kabubii et al. (2015), quien para 
el tamizaje de R. officinalis reporta la presencia de terpenos, 
taninos, azúcares, saponinas y flavonoides. De los metaboli-
tos comúnmente encontrados en R. graveolens según Jinous 
(2012) se encuentran: cumarinas, alcaloides, terpenoides, 
flavonoides, saponinas, taninos y glucósidos, los resultados 
discrepando en su mayoría con lo encontrado en el presente 
estudio, sólo concuerdan en la presencia de terpenoides y 
saponinas, la variabilidad en la presencia de los fitoquímicos 
está relacionada con factores abióticos como la temperatura, 
salinidad, estacionalidad, ritmo circadiano, altitud, luz, estrés, 
deficiencia de nutrientes entre otros (Verma and Shukla, 
2015). Para el EMJR los metabolitos encontrados concuerdan 
con lo descrito por Jahanban-Esfahlan y colaboradores (2019) 
que mencionan que los principales metabolitos de diversas 
partes de J. regia son flavonoides y compuestos fenólicos. La 
presencia de metabolitos secundarios como flavonoides y 

chalconas se ha relacionado con la inhibición, interrupción 
o disminución de factores de virulencia producidos por H. 
pylori (Bonifácio et al., 2014). Así mismo se ha reportado que 
algunos flavonoides pueden ejercer actividad antimicrobia-
na directa in vitro, también las catequinas, tienen efecto en 
procesos generales como el daño a la membrana, la motili-
dad y la adhesión bacteriana (Palacios et al., 2011).

Actividad antioxidante 
Los extractos evaluados mostraron de buena a mode-

rada actividad antioxidante, en la Tabla 3 se enlistan las CI50 
obtenidas por cada especie. El EMJR demostró ser el extracto 
con mejor actividad, comparada con EERO y EERG, incluso 
mejor que la del ácido ascórbico utilizado como control en 
este ensayo, la IC50 obtenida para este extracto, es similar a la 
del extracto acuoso de J. regia obtenido por Aranda-Ventura 
José et al. (2017), así como comparable con la actividad del 
antioxidante sintético butilhidroxitolueno (BHT) reportada 
por Elansary y colaboradores (2020). Jahanban-Esfahlan y 
colaboradores (2019) estudiaron el potencial antioxidante 
de diversas partes de J. regia incluyendo cáscaras, reportan-
do menor actividad que la encontrada en este estudio. De 
acuerdo con de la Cruz-Jiménez y colaboradores (2022), la 
IC50 obtenida para EERG muestra que no posee buena ac-
tividad en comparación con los extractos en estudio, otros 
autores reportan para extractos alcohólicos de R. graveolens 

Tabla 1. Identificación y rendimiento de extractos.
Table 1. Identification and yield of extracts.

Nombre 
científico

Nombre 
común

Parte 
utilizada

Rendimiento 
porcentual 

Clave del 
extracto

Ruta graveolens Ruda Parte aérea 
(hoja y tallo) 3.19 % EERG

Rosmarinus 
officinalis Romero Parte aérea 

(hoja y tallo) 0.1 % EERO

Juglans regia Nogal Cáscara del 
fruto (nuez) 47.43 % EMJR

Tabla 2. Evaluación de compuestos fitoquímicos presentes en los extractos 
evaluados.
(+) Presencia, (-) Ausencia.
Table 2. Evaluation of phytochemical compounds present in evaluated 
extracts.
(+) Presence, (-) Absence.

PRUEBA
EXTRACTO

EMJR EERO EERG
KMnO4 + + +
Carbonilo + + -
Oxidrilos fenólicos + + +
Esteroles y triterpenos (salkowski) - + +

Carbohidratos (molish) + + +
Cumarinas + + -
Lactonas - - -
Flavonoides (H2SO4) + - -
Sesquiterpenlactonas + - -
Alcaloides dragendorff - - -
Saponinas (bicarbonato de sodio) - - +
Saponinas (salkowski) + + -
Aromaticidad + + +
Flavonoides (shinoda) + - -

Tabla 3. Concentración media requerida para la inhibición del radical 
DPPH.
Table 3. Average concentration required for the DPPH radical inhibition.

EXTRACTO CI 50 (µg/mL)

Ácido ascórbico 3.911
EMJR 2.759
EERO 31.653
EERU 237.843
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IC50 mayores que las encontradas en el estudio (Elansary et 
al., 2020). Los extractos analizados mostraron actividad dosis 
dependiente como lo mencionan Oliveira y colaboradores 
(2008); factores como el tiempo entre recolección y extrac-
ción, reacciones entre el solvente de extracción y compues-
tos fenólicos e incluso factores nutrimentales y ecológicos in 
situ de la planta pueden ser causantes de la poca efectividad 
como agente antioxidante del extracto (Cao et al., 2019; 
Srivastava et al., 2021). Aportar compuestos con actividad 
antioxidante durante la infección de H. pylori es importante 
debido a que se producen sustancias reactivas al oxígeno 
y nitrógeno (ROS y RNS) causantes de inflamación y desen-
cadenantes del desarrollo de cáncer gástrico (Butcher et al., 
2017), por lo que la destacada actividad mostrada por el EEJR 
es un indicativo indirecto de su de su efectividad contra H. 
pylori.

Actividad tóxica
 Los resultados mostrados en la Tabla 4 correspon-

den a la actividad de los extractos en estudio, la clasificación 
de toxicidad se asigna de acuerdo con lo establecido por 
Nguta et al., 2011 donde los extractos pueden clasificarse 
de acuerdo con su DL50 en: No tóxicos (DL50 ≥ a 1000 µg/
mL), débilmente tóxicos (DL50 de 500 a 1000 µg/mL), mode-
radamente tóxicos (DL50 de 100 a 500 µg/mL) y fuertemente 
tóxicos (DL50 ≤ 100 µg/mL). Para extractos hidroalcohólicos 
de R. officinalis se han reportado valores de DL50 de 470 µg/
mL (Kabubii et al., 2015) y 230 µg/mL (Perales Martínez, 2019) 
clasificándolos como débilmente tóxicos, coincidiendo con lo 
obtenido para el EERO en estudio. Para el EMJR se encuentra 
que las DL50 obtenidas en este estudio son menores a las re-
portadas por otros autores (Aranda-Ventura José et al., 2017; 
Martínez-Báez Adbel Z. et al., 2016), quienes reportan DL50 ≥ 
1000 µg/mL, clasificando sus extractos como no tóxico. Refe-
rente a las DL50 del EERG se encuentran reportados resultados 
muy variados que van desde 5.39 µg/mL (Hamidi et al., 2014) 
hasta 2,200 µg/mL (Mahboob et al., 2015), las diferencias en 
las dosis reportadas en los diferentes extractos se relacionan 
con factores abióticos, métodos y solventes utilizados para 
la extracción que afectan de forma directa el tipo y cantidad 
de metabolitos presentes y repercuten de forma directa en la 
actividad que muestra el extracto. 

Actividad antibacteriana 
La prueba de evaluación bactericida de los extractos 

sobre H. pylori utilizando el método de difusión en disco 
demuestra la bacteria presenta sensibilidad moderada a los 
extractos EERO y EERG, siendo el EERG el extracto con mejor 

actividad seguido por el EERO, los resultados de los halos de 
inhibición se muestran en la Tabla 5. Salehi y colaboradores 
(2018) reportan para extractos polares de hojas de romero 
halos de inhibición con valores de 20 mm y CMI de entre 1.25 
y 10 mg/mL; para el caso de extractos de ruda reporta zonas 
de inhibición de 10 mm y CMI de entre 1.25 y 10 mg/mL, 
Osman y colaboradores (2015) reportan para R. graveolens 
CMI menores a 2 mg/mL, valores similares a los obtenidos en 
el presente estudio. El porcentaje de inhibición ocasionado 
por los extractos puede verse limitado por las cuestiones de 
permeabilidad de la célula a compuestos de carácter polar 
como los que se encuentran en los extractos etanólicos pro-
bados, la naturaleza propia de la bacteria (Gram negativa), lo 
que limita su pase al interior de la célula y condiciona por lo 
tanto su actividad (Gutiérrez García, 2015).

Tabla 4. Actividad tóxica de los extractos sobre A. salina y su clasificación 
tóxica.
Table 4. Toxic activity of extracts on A. salina and its toxic classification.

EXTRACTO DL50 (µg/mL) CLASIFICACIÓN
EMJR 307.44 Moderada
EERG 296.105 Moderada
EERO 572.267 Débil

Dicromato 22 Muy tóxico 

Tabla 5. Resultados de los halos de inhibición, causadas por los extractos, 
utilizando el método de difusión en discos. Los resultados mostrados son la 
media ± la desviación estándar de 3 réplicas. 
Table 5. Results of the inhibition halos, caused by extracts, using the disk 
diffusion method. The results showed the average ± standard deviation of 
3 replicates. 

Actividad antibacteriana de extractos 
Muestra Actividad Halo (mm)
EMJR - NA
EERG ++ 12.7± 0.06
EERO ++ 11.20±0
Gentamicina (C+) ++++ 35.7± 0.12
Metanol/ Etanol (C-) - 0

Actividad sobre la formación de biopelícula
Los extractos que presentaron actividad contra H. 

pylori fueron utilizados para determinar su actividad sobre 
la formación de biopelícula. Las pruebas realizadas con los 
EERO y EERG, mostraron que solo el primero posee actividad 
para inhibir la formación de la biopelícula, Song y colabora-
dores (2018) reportaron la actividad de R. officinalis contra la 
formación de la biopelícula de bacterias como Streptococcus 
mutans y Porphyromonas gingivalis a dosis de 0.1 % v/v, te-
niendo una inhibición del 50 % de la biopelícula. Los valores 
porcentuales de inhibición obtenidos en el presente estudio, 
mostrados en la Tabla 6, son consistentes con los obtenidos 
por Tran Trung et al. (2020) quienes estudiaron el efecto de 

Tabla 6. Evaluación de la inhibición porcentual de la formación de biopelí-
cula causada por los extractos. 
Table 6. Evaluation of the inhibition percentage of biofilm caused by the 
extracts. 

Extracto Concentración del 
tratamiento Inhibición porcentual obtenida 

EERO

0.5 mg/mL 35.85 %
1 mg/mL Sin Actividad
3 mg/mL 83.79 % 

EERU

0.5 mg/mL

Sin Actividad1 mg/ mL
3 mg/mL

EMJR

0.5 mg/mL

Sin Actividad1 mg/mL
3 mg/mL
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la inhibición en la formación de biopelícula por cepas de H. 
pylori ATCC 43504, reportando porcentajes de inhibición del 
39.5 % para la mircetina y entre 52.7 y 85.9 % para la naringe-
nina. La diferencia en las concentraciones utilizadas para ob-
tener el efecto inhibitorio similar, se deben a que el extracto 
probado en el presente estudio es un extracto crudo.

CONCLUSIÓN
De los extractos en estudio el EERG fue el extracto 

que mostró mejor actividad antimicrobiana, generando el 
halo de inhibición más extenso, así como la menor MIC, no 
mostró capacidad para inhibir la formación de la biopelícula, 
fue el extracto con menor actividad antioxidante y una acti-
vidad tóxica moderada. El EERO fue el único de los extractos 
que demostró la capacidad para inhibir la formación de la 
biopelícula, actividad tóxica débil y una mejor actividad 
antioxidante en comparación con el EERG. El EMJR fue el 
extracto que mostró la mayor actividad antioxidante entre 
extractos e incluso mayor que el ácido ascórbico utilizado 
como control, actividad tóxica moderada y nula actividad 
antibacteriana y sin capacidad para inhibir el crecimiento de 
la biopelícula. Los resultados obtenidos demuestran que los 
extractos analizados manifiestan actividad biológica contra 
H. pylori y podrían ser utilizados como fuente de compuestos 
en la búsqueda de alternativas para el tratamiento contra 
esta bacteria.
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