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INTRODUCCIÓN 

Uno de los problemas más importantes de la salud pública en nuestro país son las 
enfermedades infecciosas de origen bacteriano. Así mismo las bacterias son una de las 
causas comunes de enfermedades en plantas, provocan una considerable reducción en la 
producción y calidad de los productos vegetales y en ocasiones la destrucción del cultivo 
(Agrios,1991). 

Actualmente las infecciones bacterianas se pueden controlar mediante el uso de 
compuestos quimioterápeuticos como son las sulfas y los antibióticos. No obstante el uso 
indiscriminado de estos últimos ha provocado resistencia creciente de las bacterias a estos 
fármacos (Chavez A.,1979). 

Las Compuestas una de las familias más numerosas de las Angiospermas, 
comprende unos 1100 géneros y 25000 especies. La mayoría de sus miembros son 
arbustos o matas de hojas persistentes, o plantas herbáceas rizomatosas. 
Su Distribución está repartida por todo el mundo, a excepción de los territorios 
antárticos, están especialmente representadas en las regiones semiáridas de los trópicos y 
subtropicos, como la región mediterránea, México, región de El Cabo de África del Sur 
y formaciones de sabanas arboladas, arbustivas y herbáceas dé África', Sudamérica y 
Australia. 
Características diagnósticas: hojas alternas u puestas, rara vez verticiladas, sin estípulas, 
simples, con nerviaciones pinnadas o palmeadas, sentadas o pecioladas, frecuentemente 
con base auriculada o envainada, generalmente lobuladas o dentadas, algunas veces 
suculentas, raramente terminadas en zarcillos, a veces reducidas a escamas o faltando 
completamente. 
Las flores están dispuestas en cada capitulo de forma racemosa indeterminada y las mas 
externas maduran primero. 
El fruto es de una semilla, indehiscente, casi siempre seco, llamado cápsula. Pueden ser 
anguloso, redondeada, diversamente comprimida o curvado, ornamentada o distintamente 
alado; a veces es una drupa con endocarpo carnoso, semillas sin endospermo y com 
embrión seco. 
Clasificación., La clasificación de las compuestas se encuentra en estado de transición. 
Durante 20 años se ha aceptado, en general, subdivisión, en 12 tribus, pero en vista de 
los resientes descubrimientos en bioquímica, palinología, micromorfología.anatomfa y 
citología, parecen necesarias algunas modificaciones. La clasificación que sigue 
comprende 2 subfamilias y 17 tribus. La tribu Eupatorieas y Senecioneas ocupan una 
posición intermedia, en algunos aspectos, entre las dos subfamilias y podría justificarse su 
segregación para formar con ambas una tercera subfamilia. 
Usos. plantas alimenticias (lechuga alcachofa, girasol), ornamentales (crisantemo, dalias), 
insecticidas (Pyrethrum) y medicinales. 

La planta Piqueria trinervia Cav a sido utilizada en la medicina natural popular en 
México desde hace más de 100 años. El nombre le era atribuido según el mal que 
remediara. Esta planta se utiliza en varias partes del país para combatir: el tifo, fiebres 
intermitentes, reumatismo, malaria, tiene propiedades estimulantes y según el médico 
naturista mexicano Oliva se ha empleado para problemas estomacales 
(González ,V . *1890). Los indios usaban esta planta en cocimiento o en lavados contra 



fiebres, especialmente en los casos de tifo exantemático y contra el paludismo, pero sólo 
se ha comprobado que abate la temperatura al modo de la aspirina sin ser remedio 
específico. Entre la población se dice, además que esta planta ha dado buenos resultados 
para combatir los cálculos biliares y en Zitácuaro Michoacán "para el constipado y 
nervios", usando en ambos casos el cocimiento. En Aguascalientes usan la infusión en 
alcohol en fricciones contra el reumatismo (Martinez, 1969). 

Recientemente se ha estudiado uno de sus componentes químicos más abundante 
el terpeno piquero' "A" como alelopático acción herbicida sobre plantas (González de la 
Parra et a1,1981), molusquicida (Cruz Reyes et al 1989), se le ha encontrado actividad en 
contra de Tripunosoinu cruzi agente causal de la enfermedad del chagas (Tripanosomiasis 
americana) (Castro et a1,1992). 



ANTECEDENTES 

Características generales de la planta Piques*, trinervia 
Piqueriu trinervia cuy, es una planta herbácea que pertenece a la Familia Compositae, 
Subfamilia Tribulitlorae, Tribu Eupatorieae, género Piqueria, especie trinervia, conocida 
también como 

Hierba del zopilote (Molango, Hidalgo) 

Hierba de San Nicolas (Valle de México y Jalisco) 

Hierba del tabardillo (Valle de México y Jalisco) 

Hierba del Perro (Chiapas) 

Oxonitsal (Mesa Central) 

Tzotzaniztale (Morelos) 

Cuimic (Tabasco y Michoacán) 

Xexenitzal " 

Yoloxiltic 

Alta reina (Taxco y Guerrero) 

Empueste (Teloloapan, Guerrero). (Robinson,1906) (Paray,1953). 

Presenta un olor particular (Hierba santa) y llega a medir de 70 cm a lm de 
altura, tiene tallos numerosos de color rojo oscuro, las hojas son lanceadas opuestas, casi 
siempre de tres nervaduras y obtusamente dentada en sus bada, la infloraencia es 
cimisa corimbosa, cada corimbo presenta de 3 a 5 flores, los frutos son aquenios, los 
jovenes comprimidos, los adultos pentágonos. 

Crece naturalmente en México, América Central, Haití y los Andes del Perd, en 
México se encuentra en Puebla, Veracruz, Guanajuato, Valle de México y otros lugares, 
crece a una altura de 2300 a 3000 in de altitud, principalmente en lugares con matorral y 
pastizal, aunque se extiende al bosque de pino encino. 

Es conocida erróneamente como Stevia serrara, se encuentra en notación be 
meses de agosto a noviembre. 



PIQUEROL "A" y otros componentes químicos de la P.trinesvja 

Romo et al, (1970), aislaron de plantas de Piqueria trinervia colectadas de 
distintos lugares, terpenoides que fueron identificados por resonancia magnética nuclear, 
espectometrfa de masas espectofotometrfa de rayos infrarojo. De la planta colectada del 
Pedregal de San Ángel también se identificaron acetato de carquejilo (la), un 
constituyente cristalino al que se le dio el nombre de piquero' "A" (lb). De planta 
colectada en Atlacomulco (Estado de México) fué aislado y caracterizado un nuevo 
constituyente, piquerol 8 (1c) (Fig 1) 
La estructura II fué aislada del extracto etanolico de P. trinervia colectada en tehuacán. 
figl 

Bohlman y Suwita (1978) aislaron 2 terpenos de P.trinervla el Santalal lila y 
Santalol Illb (Fig)) de la raíz, Bohlman aíslo e identifico los compuestos 
VILVIlla,V111b,V11Ic y IX..(Fiá) 

Jiménez y González de la Parra (1983), aislaron un compuesto llamado trinervinol 
IV (alcohol diterpénico), estableciendo su estructura química por datos 
capee troscópicos • (Figl) 

Soriano et al. (1983), determinaron la estructura cristalina del piquerol "A" por 
estudios de difracción de rayos X. 

Rubio et al. (1985), efectuaron el análisis conformacional, determinaron la 
estructura electrónica de los terpenos del piquerol "A" y B su correlación con las 
propiedades químicas y biológicas que se manifiestan. 

En 1985, Chavarín realizó modificaciones químicas al piquerol "A" por 
reacciones de esterificación que produjeron un cambio 
de conformación del anillo ciclohexanico al sustituir los hidrógenos de loe grupos 
hidroxilo por grupos más voluminosos. Finalmente un análisis más detallado de éste 
comportamiento fué realizado por Rubio et al (1985), quien estableció la conformacido 
más común del piquero] "A" y la de sus derivados serían la V y Vl.(Figl) 
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Estructura química de los componentes de la Piauelja trinervia Cav 

OAc 

Acetato de Carquejilo 	Piquerol A 

la 	 lb 

Piquerol B 
le 

lila, Santalal, R.-CH.O 
Mb, Santalol, R.CH2-OH 

Conformaciones preferidas del Piquero! A y sus 
derivados. 

leolemlel-(4-R-seaecioato) 
VIlla, Itig0Ac (acetoxy) 
VIllb, R•OH Otydroay) 
Vine, lb« 



González de la Parra, y col (1991), determinaron la actividad acaricida del 
piquero' A y piquerol B en garrapatas de loop/dio microphos, uno de los principales 
ectoparásitos que causan graves daños al sector ganadero en México. Los resultados 
mostraron que ambos piquero! A y B previenen la ovoposiddn; la concentración de 300 
mg/ml de piquerol A causa 100% de mortalidad. 

González de la Parra y col (1992), probaron el efecto inhibitorio del piquero' A 
sobre el crecimiento de epimastigotes de Tripanosoma eruzl agente causante de la 
Tripanosomiasis americana ó enfermedad del Chagas. Las concentraciones empleadas del 
Piquero! A fueron de 800, 400, 200 y 100 mg/ml. En la concentración de 800 mg/ml se 

6 
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Actividad biológica del piquero! 
Cruz-Reyes y col (1989), demostraron la actividad molusquicida del piquero! A 

sobre 8 especies de caracoles pulmonados. Se utilizaron tres concentraciones SO, 25 y 5 
ppm para cada una de las especies y 2 periodos de exposición, 6 y 24 horas, a 20 y 22°. 
Después de 6 horas a una concentración de SO ppm de exposición todos los caracoles 
murieron, la mortalidad fué variable cuando se utilizaron concentraciones de 23 y 3 ppm 
para todas las especies, pero la concentración de 25 ppm fué efectiva después de 24 hrs 
de exposición. 

La concentración de 5 ppm después de las 24 horas de exposición fué mortal en 
más de 60 % de los casos, De estos estudios se concluye que el piquerol,A pueda ser un 
excelente molusquicida para las áreas donde hay transmisión de Schlstamookuis y 
Fardollasis. 

González M. de la Parra y col (1981), probaron el potencial aleloplitico del 
piquero! A y B en 6 diferentes especies de semillas, de pastos dando buenos resultados. 
El porcentaje de inhibición fué de SO al 100% las concentraciones utilizadas fueron de 
50, 100, 150, 200 mg/ml, 
El mismo ensayo se realizó con raíces obteniéndose los siguientes resultados, el piquero! 
"A" mostró ser más activo al inhibir el crecimiento de las raíces. El piquero! B tuvo un 
efecto inhibitorio en tallo pero en raíces no presentó inhibición. El lixiviado (planta en 
agua acuosa de las hojas causó una fuerte inhibición en las ridículas de lu semillas 
probadas en un 50 a 95%. 

Las reacciones estudiadas sugieren una diferente fisiología y mecanismos 
bioquímicos de acción: permeabilidad de la membrana, interferencia metabólica, 
bloqueamiento de las auxinas, inhibición de la respiración mitosis, etc. Esto podría ser 
importante para el entendimiento del fenómeno de alelopatia de ésta planta. 

Cruz Ortega y col en (1991), hicieron un estudio del efecto del piquerol "A" 
sobre el sistema de transporte a nivel de membrana, el cual era 'inhibido por el piquero) 
'A" y su derivado diacetil piquero!. El piquero! "A' y el d'acetato de piquerol fueron 
probados con fracciones microsomales de Ipomea palpara. Los resultados mostraron que 
a una concentración de 50 ppm de diacetato de piquero!, la inhibición radicular era total y 
con piquerol A (a las mismas concentraciones) fué 72.9%. Estos datos sugieren que la 
acción del diacetitil piquerol jD  ViVQ  está relacionada'  on la ATPasa de la membrana del 
plasma celular 



presenta una lisis celular y en 100 mg/ml solo hay inhibición parcial en el crecimiento 
celular, finalmente en la concentración de 200 mg/ml, hay un efecto inhibitorio en el 
crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en 4 días de observación, estos datos de 
concentración son similares a los reportados para la Ofioxacin (compuesto sintético), que 
inhibe el crecimiento de epimastigotes de 7'. cruzi en un 80%. 



La contaminación en el Cultivo de Tejidos 111 vitro, 

La contaminación bacteriana in vital es un problema común para metodologias del cultivo 
de tejidos vegetales y es dificil de detectar. Bacterias y hongos han sido reportadas como 
contaminantes en cultivos de tejidos jn vitro (Blake 1988; EnjalriC et al 1988; Leggat et al 
1988). La contaminación con bacterias es considerada el problema mas serio y que reduce 
la producción de los cultivos in vitro. Lak bacterias que generalmente aparecen el los 
cultivos son Pseudomonas, ActInitoliacter, Hatillos, Corynebacterhan, Enterobacter y 
Entinta. (Boxus and Terzi 1987; Cornu & Michel 1987; Podwyszynska & Hempel 1987; 
Singha et al 1987, Brunner et al 1995). 
El explante cultivado In yilro puede permanecer sin contaminación de bacterias u otros 
organismos durante 7 meses y aparecer de repente la contaminación. Las bacterias que se 
encuentran con frecuencia en estos cultivos son: Envinia (Knauss and Miller, 1977; 
Peromelon and Kelman,1980 Pseudomonas, Bacas (lones,J.B.,1979) Eplchleo typhIna 
(Kasperbaver et al 1979,1980) Y Hyphondcrobluno (Horsch and King,1983). 
La contaminación puede ser controlada por antibióticos, pero desafortunadamente los 
tejidos de las plantas son sensibles a los antibióticos y responden variablemente de 
acuerdo a sus genotipos. 
Los antibióticos más usados para controlar la contaminación In yko son: Penicllium, De 
Ropp (1949) Streptomycin Zamski y Umiel (1978) Carew y Patterson (1970), Phillips et 
al (1981), Umiel y Golner(1976) Bacitracin Rier y Henderson (1956) Sparsomycin 
Owens (1976) 
Los antibióticos pueden causar inestabilidad cromosómica así como tener.algén beneficio 
para el explante o no tener efecto alguno. 

Al realizar estudios de cultivo de tejidos vegetales je vitro de Plantilla Mamita 
Cav se observó que no presentaba ninguna clase de contaminación por bacterias, lo que 
motivó a hacer el presente estudio sobre la acción bactericida de los componentes de esta 
planta. (Rubluo et al 1995). 

Características generales de los microorganismo que se utilizaron pare realizar lae 
pruebas microbiológicas en este trabajo. 
Hacia fines del siglo XIX, Pasteur había eliminado con métodos experimentales el mito 
de la generación espontánea, y se conocía desde entonces que los microorganismos eran 
la causa de las enfermedades infecciosas. (Tabla 1). 



Tabla 1 Características generales de los microorganismos que se utilizaron para las pruebas de 
susceptibilidad de los compuestos de la Pi merla trinervia 
Microorganismos Características 

generales 
Metabolismo Formas clínicas Fuente 	de 

,contaminación 
Epidemiología Tratamiento 

Gandida albicans Célula globosa u 
ovoide de 3 a 7 
micras 

_ 	_ Mucocutánea, 
oral, 	genital, 
esofágicas, 
cutánea, 
visceral, 
pulmonar, 	tos, 
mocoide, 	dolor 
toráccico, fiebre 
gastritis. 

El 	hombre 
mismo 

Padecimiento 
cosmopolita 	no 
importa edad ni 
seso 	ataca 	por 
igual, siempre y 
cundo presente 
factores 	de 
oportunismo. 

Sistémico 
anfotericina 
fluconazol 
ketoconazol 
Tópico 	nistatina 
ketoconazol 
miconazol 
sulconazol 

StoOylococcos Cocos 	gran Anaerobios Vías Piel del hombre Oxacilinas 
aurees positivo 

inmoviles de .7 
facultativos respiratorias, 

sinusitis, 
faringitis, 
laringitis, 
bronquitis, 
absceso 
pulmoau,y 
pleuralDigestivo 
iatoxicacida 
alimenticia, 
enteritis, 
peritooitis, 
absceso 	de 

en 	varias 
especies 	de 
animales 	se 	le 
encuentran es la 
superficie 	de 
los objetos, ea el 
aire suelo agua 
ea 	la 	leche 
puede coloaizar 
la ~cosa de las 
fosas nasales y 
dar origen a es 
portador 
asintomático 
peligroso 

meticilina 
cefalosporinas 
rifampicina 
eritromicina 
fosfonticina 
clindamicina 
vancomicina 

a 	1.2 	micras 
racimos 	o 
codeaos cortas 

hígado 	Urinario 
cistitis 	nefritis 
orostatitis. 	___ 



Tabla 1 continua 
Escherichia 	coli bacilos 	gram 

negativos 
móviles de 2 a 3 
micras 

aerobias 
anaerobias 
facultativas 

y fiebre 	no 	muy 
elevada 	dolor 
abdominal, 
diarrea 
secretora, 
deshidratación, 
desequilibrio 
hidroelectroliti 
co,, puede ser el 
agente etiológico 
de 	enteritis 	y 
enterocolitis 
(diarreas 	del 
turista) 

agua 
contaminada 
suelo, 	medio 
ambiente 
plantas 	e 
insectos 

Cosmopolita Las 
cepas de diarrea 
eaterotosigeaa 
de 	cerditos 
pasan de ea país 

Aminoglacósido 
s 	cloranfenicol 
tetraciclinas 
sulfametosaaol-
trimetoprim 

a otro en poco 
tiempo 	y 
demuestran 	con 
qué 	facilidad 
cepas patógenas 
especiales 
pueden 
disendaarse 	por 
todo el mudo 

errada aurceceas bacilos grata aerobios y Infecciones suelo,agua Estreptomicina 
negativos 
móviles 

_ 

attaerobios 
facultativos 

qairórgicas, 
infecciones 
intrabospitalari 
as, 	otitis, 
sinusitis, 
meningitis. 
endocarditis, 
aranionfa. 

estancada 
animales 
vegetales 

y 
cloranfenicol 
tetraciclinas 



Salmonella, typhi bacilos 	gram 
negativos 
moviles de 2 a 

aerobias 	y 
anaerobias 
facultativas 

gastroenteritis, 
salmonelosis 
fiebre de 	38 	a 

La ingestión de 
aguas 
contaminada. 

Se encuentra en 
todas 	las 
latitudes 	y 	en 

cloranfenicol 
ampicilina 
trimetoprim- 

4mm 40° v ó m i to , 
cólico 
abdomonal, 
evacuaciones 
liquidas, 	moco 
cono sin sangre 
fetidez 	fecal, 
fiebre 	tifoides, 
sudoració 
profunda 	y 
calosfrfos 
cefalea 

donde 	se  

forma endémica  

todos los países 
en desarrollo en 

encuentra 	en 

con 	brotes 
epidémicos. 	En 
México 	la tasa 
en 1960 era de 
17.6 	por 	cien 
mil habitantes y 
ea 1980 bajó a 

sulfametoxazol 

4.6 por cien mil 
habitantes 	con 
una 	epidemia 
registrada 	en 
1972 La mayor 
insideacia 	se 
~matra en la 
edad escolar, es 
poco 	frecuente 
antes de los 7 
anos de edad 



Pserdomonas 
aerigginosa 

bacilos 	gram 
negativos 	de 	.6 
por 	2micras 
moviles 

aerobios complicación 
infecciosa 	de 
quemaduras 
procesos 
infecciosos 	en 
drogadictos 
infeccion 	infra 
hospitalaria 
infeccion 	de 
vias 	urinarias 
meningitis 
infecciones 
corneales 
neumonfa  

animales 	y 	el 
mismo hombre. 

Carbencilina 
tobramicina 
ticarcilina 
piperacilina 
mezclocilina 
cefalosporinas 
de 3a generación 
monobactam. 

Streptococcas cocos 	gram anaerobios faringitis. animales 	y Durante 	anos penicilina 
faecalis positivos facultativos fiebre coincida recientes 	el estreptomicina 

iamoviles 	en 
cadenas colonias 
en 	forma 	de 
disco 	de 	.5 	a 
2ffitaa 

estreptocócica. 
escarlatina, 
sinusitis, 
aeumoafa, 
meningitis, 
celulitis 
periaaal 
•atiaitis. 

enlatada. adinero 	de 
epidemias 	en 
hospitales se ha 
increcentado 	en 
E.U., 
especialmente 
ea 	recien 
nacidos. 

sulfonamidas 



Bacterias de importancia fitopatúlogica 

Envista canotovom. Bastones rectos, con dimensiones de 0.5 a 1.0x1.0 a 3.0 um. Se 
desplazan por medio de varios o muchos flagelos perttricos. Erwinia son las únicas 
bacterias fitopatógenas que son anaerobias facultativas gram negativa. Produce la 
pudrición blanda bacteriana de las hortalizas ( y algunas plantas anuales de ornato). El 
microorganismo se encuentra distribuido en todo el mundo y produce pérdidas 
considerables de cosechas en el campo, su transporte y especialmente en el 
almacenamiento, dando como resultado pérdidas totales mayores de órganos vegetales 
que cualquier otra enfermedad ocasionada por bacterias. Casi todas las hortalizas carnosas 
están sujetas a pudriciones blandas bacterianas, de ahí que estas últimas puedan producir 
una considerable pudrición de ellas al cabo de unas horas, ya sea durante su 
almacenamiento o venta en el mercado. Dichas pudriciones producen pérdidas 
económicas considerables al disminuir la cantidad disponible para la venta, al disminuir 
la calidad y por lo tanto el valor en el mercado de los cosechas y al incrementar 
excesivamente los gastos de medidas preventivas para combatir las enfermedades y en la 
preparación de la producción parcialmente afectada para su uso. 
Los síntomas producidos por las pudriciones blandas en frutos de hortaliza y en otros 
órganos carnosos ya sea en el campo o durante su almacenamiento, son muy similares a 
loa hospederos. Al principio, en los tejidos de dicho órgano aparece una pequeña lesión 
aguanosa que se extiende con rapidez en lo que se refiere a diámetro y profundidad. La 
zona afectada se ablanda y suaviza. 
Pstattomonas fluorescens. produce la enfermedad denominada "ojo rosada de la 
PaPa". 
Xanthomonas campestds. Bastones rectos Gram negativas, con dimensiones de 0.3 a 
lx1.5 a 4um. Se desplazan por medio de un flagelo polar. Todas las especies son 
fitopatógenas y se encuentran sólo en asociación con plantas o con órganos de éstas. 
Causa la pudrición negra o nervadura negra de las crucíferas, es cosmopolita. Afecta a 
todos los miembros de la familia de la col y algunas veces causa pérdidas considerables 
en estos cultivos. La infección de las plántulas jóvenes produce achaparramiento, 
crecimiento desigual y caída de las hojas de la parte inferior de la plitntula. La zona 
afectada se empardece y seca 
Corynebacterium spp . Bastones rectos o ligeramente curvos y con dimensiones de 0.3 a 
9x 1.5um. por lo general son bacterias inmóviles Gram positivas. Varias especies de 
corynebacterium producen enfermedades en el hombre y los animales. Produce la 
marchitez bacteriana de la alfalfa y del frijol la pudrición anular de la papa y el cáncer y 
marchitez bacteriana del tomate. 
Pseudornotras spp. Bastones rectos o curvos, con dimensionei de as a lx1 .3 a 3.0um. 
Se desplazan por medio de uno a muchos flagelos polares. Muchas especies son 
habitantes comunes del suelo o de ambientes marinos y de agua dulce. La mayoría de las 
especies patógenas de este género infectan a las plantas y sólo algunas de ellas a los 
animales y al hombre 
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OBJETIVOS 

El objetivo general de este trabajo Pués 

*Probar la acción antibacteriana del metabolito secundario piquero! "A" y de las 

aguas madres de cristalización ("aceite") de la planta "agria trinervia Cav. contra 

bacterias de importancia para la salud pública, bacterias de importancia fitopatélogica y 

bacterias contaminantes en cultivo de tejidos vegetales jg 

Objetivos particulares. 

*Aislar y caracterizar qufmicamente los compuestos que presenten actividad 

antibacteriana 

*Comparar los resultados de actividad antibacteriana de bacterias patógenas 

humanas con antibióticos comerciales. 
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Materiales y Métodos 

Parte experimental 
Parte química 

Extracción del principio activo piquerol "A" y aceite" 

La planta Plqueria trinervia fué colectada en la carretera al Ajusco Km12.5, en el 
mes de noviembre a una altitud de 2400m de altitud. 	• 	. 

En una columna de vidrio (Pyrex) de Im de altura y 8 cm de diámetro ate 
colocaron hojas flores tallos semillas de la planta trituradas, y se agregaron lía 
destilada, dejándose macerar a temperatura ambiente durante 48hrs, posteriormente el 
agua se saturó con cloruro de sodio, y con un embudo de separación(Pyrex) se hizo la 
extracción con cloruro de metileno, Se destiló a bailo' María en una vaporara (114 
Boekel) hasta que quedaron unos mililitros en el mas* bola (Pyrex), al irse evaporando 
el cloruro de metileno cristalizó primero un compuesto llamado trinervinol, el cual le 
filtró para después obtener puro el piquero' "A". Las llamadas aguas madres de la 
cristalización (parte liquida viscosa) es donde el piquero' "A" va ha cristalizar y una vez 
que cristaliza dentro de las aguas madres se filtra quedando las aguas madres de 
cristalización que se le denominó 'aceite' y el piquero' "A" . (Diagrama de flujo 1) 
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Diagrama de flujo 1. Obtención del piquero! "A" y del "Aceite" 

Planta colectada 

Planta seca y macerada con agua 

Extracción de agua de planta macerada (agua madre) 

Saturación con NaCI 

Lavado con CH2Cl2(3 veces) 

r----- ----1 
Parte acuosa desechada 	Parte inorganica 

Evaporación del exceso de solvente 

Agua madre de cristalización (parte líquida viscosa) 

Separación 

Piquerol "A" 	"aceite" 



Transformaciones del piquerol "A" 

Las transformaciones del piquero! "A" se hicieron con el propósito de saber si al 
acetilarse o tratarse en un medio ácido tiene algún compuesto que sea parecido al de la 
mezcla del aceite, para así poder comparar y poder identificarlo con mayor facilidad. 

Acetilación 
Se pesaron 80 mg de piquerol "A", se disolvieron en 2m1 de piridina y un 

mililitro de anhídrido acético y se dejó reposar 24hrs. 
La mezcla obtenida se vertió en un matraz elermeyer de 120 ml de capacidad, se 

colocó en hielo, una vez deshecho el hielo se extrajo la solución con cloruro de metileno, 
3 veces en un embudo de separación, se lavó con una solución de acido clorhídrico al 
10% 3 veces con 20 ml aproximadamente, y luego con agua destilada otras tres veces 
para neutralizar, se secó el cloruro de metileno con sulfato de sodio anhfdro para quitar el 
exceso de agua, se filtró y se evaporó a su mínimo volumen. 
El aceite que quedó (de color amarillento) (Diagrama de flujo 2), no debe olerse ya que 
causa irritaciones a la garganta y las mucosas nasales. 

Tratamiento en medio ácido 

Se disolvieron 100 mg de piquerol A en agua destilada (Sm1) y se calentaron a 
bailo de vapor hasta su disolución total, se agregaron 4 gotas de ácido sulfúrico, se dejó 
toda la noche a temperatura ambiente, y se extrajo con acetato de etilo. El acetato de etilo 
se lavó con agua destilada hasta neutralidad (3 veces), se quitó el exceso de agua con 
sulfato de sodio anhídro, al acetato de etilo se concentró a ún mínimo volumen y, se 
obtuvo un aceite de olor característico. (Diagrama de flujo 3) 
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Diagrama de flujo 2. Acetilación del Piquero! "A" 

Piquerol "A" 100 mg 

Agregar 2 ml de piridina y 1 ml de Anhidrido Sulfonado 

Reposar 24 hrs. 

1 
Agregar hielo 

1 

Extracción con CH2Cl2 

1 
Enjuagar con Ha al 10% y después con agua 

1 
Secar con NaSO4 

1 
Evaporar el exceso de solvente 

1 
Hacer cromatografta en capa fina 

••..- • 	• • 	• • • 	•:!!!! 	1 	• 

.41‘..2kOrholdig 	
r .164adt, 

1 

Acetilación 



Diagrama 3. Obtención del tratamiento en medio acido del piquerol"A" 

Piquerol"A" 100mg 

Diluir en 5m1 de agua caliente 

Agregar 4 gotas de 112SO4 

Reposar toda la noche 

1 

Extracción con Ac OEt (aveces) 

1 
con agua hasta neutralidad secar con NaSO4 

Evaporar exceso de solvente 

1 

Hacer cromatografta en capa fina 

to acido 

T A=tratamiento acido 



Fraccionamiento del aceite de Parinervia Cav 

Se realizaron diseños experimentales para separar el aceite en sus diferentes compuestos 
se utilizó cromatografía en capa tina, mediante placas preparativas de gel de sílice de 10 
X 20 cm, 
Para realizar la elución del "aceite" de la planta Parinervia. Primero en la placa 
preparativa se marcó una línea a 2cm del margen, sobre esa línea se aplicó el aceite 
homogéneamente con un capilar (del extracto del aceite se pesaron 200mg y se diluyeron 
en un mililitro de cloruro de metileno). 

La placa preparativa se eluyó en una cámara cromatográfica con una solución de 
cloruro de metileno/acetato de etilo 7/3, 2 (veces) para tener mayor resolución, una vez 
elufda se dejó secar y se observó con una cámara de rayos ultravioleta la formación de 
franjas que florecen, las cuales se marcaron y posteriormente .se cortaron. Para tener la 
seguridad de que se cortó la franja que se queda, se reveló una parte de la placa con 
sulfato cérico analítico y fué así como se pudo observar claramente las manchas. Una vez 
que se definieron las franjas en la placa de sílice se cortaron y se extrajeron con acetato 
de etilo, en un rotovapor (Büchi) se eliminó el exceso de disolvente, cada franja que se 
extrajo colocándose en un recipiente pequeño y limpio el cual se pesd previamente para 
saber cuanto se obtuvo de cada compuesto, por cromatografia en placa delgada (Alugram). 
se verificó si se separaron y purificaron loa productos, cada una de estas fracciones 
fueron probadas con las bacterias.(Diagrama de flujo 4) 
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Diagrama de flujo 4. Obtención de Fracciones 

Planta colectada 

Planta macerada con agua 

Piquerol 	Aceite 

diluir CH2C12 

Aplicar sobre la placa preparativa de gel de ailica el aceite diluido 

de franjo observadas en rayos UV 

I 

	

obtención de 	es fraccion  

	

i 	I 	1 

F4 F4' F5 . F6' 

Fe 

Fe 
.. s F4' 

C4> F4  
e#3•■•• Fa 

PKI • 

aceite 



Parte biológica 

Determinación del efecto de los compuestos obtenidos sobre los diferentes 
mkroorganismos en estudio 

La prueba que se utilizó para la determinación de la sensibilidad microbiana a los 
compuestos obtenidos de la planta Molerla trinervla fué la de difusión en discos. Una 
cantidad determinada de cada uno de los microorganismos de prueba (106  
microorganismos/mi) fué inoculado en cajas de petri con agar Iso-Sensites, previamente 
esterilizado a 15 lb de presión durante 15min. En este estudio se utilizaron discos de 
papel filtro (Schleichez) con capacidad de absorber 10u1.(Diagrama de flujo 5) 

Los microorganismos utilizados para la prueba fueron: Cantata albtcans (Hospital 
general, aislada de pacientes), Staphylococcus asma Gram(+) (ATCC-6538), 
Escherichta roli Gram(-) (0-126), Serrada marcensces Gram(-) (Hospital general, 
aislada de pacientes) Salmonella typhi Gram(-) (TY-2), Pseudomonas aertagInosa Gram(-
)(101415), Streptococcus faecalis Gram(+) (TCC-8043),que fueron obtenidos del 
Cepario de la Facultad de Química.Pseudomonas fluorescens, Envinia carotovora y 
Xantomonas campestris varcampestris Gram(-), que fueron donadas por el Centro de 
Fitopatología del Colegio de Posgraduados de Chapingo.Bacillos lichenfronnis Gram(+) 
ATCC (14380) del Instituto de Ciencias del Mar Staphylococcus spp. Grain(+) aislada de 
la planta (Dieffenbachla) Micrococcus spp. Gram(+) deStaphylococcus spp de 
(Anthurlum), Pseudomonas spp Gram(-) de (IXeffenbachia) Corynebaccterhan spp de 
(Spathiphyllion), fueron aisladas en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de 
plantas ornamentales que presentaban problemas de contaminacjón11222. (Bruna« et al 
1993). 	• 
El efecto inhibitorio fué evaluado mediante la medición de la zona de inhibición. Las 
concentraciones utilizadas de cada compuesto se encuentran en las tabla* 2 y 3. 
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Diagrama de flujo 5 Pruebas microbiológicas 

Preparación de medio de cultivo para bacterias 

Vaciado de medio a cajas petri 

Vaciado de microorganismos en el medio 

Colocación de discos absorbentes 

colocación da discos absolvenlas 

Colocación de muestras estudiadas 

	1 	 
Tratamientos del piquerol 	Premiases 

1 

colocación de muestra 

Incubación a 350  C por U hm 

1 

Medición de halos de inhibición en mm 

halo de inhibición 



Después de varias pruebas de los compuestos a diferentes concentraciones, se tomó la 
decisión de utilizar aquellas señaladas en la tabla 2, para el caso del Aceite, piquero! y 
sus derivados (acetilación y tratamiento ácido) las concentraciones son constantes ya que 
el piquerol y el aceite son productos que se obtienen en mayores cantidades los cuales 
pueden pesarse y preparar lo deseado. 
En el caso de las fracciones del aceite las concentraciones varían en cada extracción 
debido a que no se obtiene la misma cantidad de todas 
Tabla 2. Concentraciones en ing/m1 de los compuestos probados contra los «erutes 
mkrooreanismos. 

Compuestos Piquerol Aceite Diseetato *Tratamiento 
ácido 

**Fp ollt 

ascreriu 
0.1 0.l 0.11 0.06 

Eir .=Minlii 
su Li=rnum 
glIkr!, . =111111 
IV!'?"?.!==1 

0.00 o. 0.1 0.1 0.11 0.06 
044 0. 	7 0.123 . 	0.1 0.11 0.06 

.05 0.007 0.1 
~IN 

0.1 
111111~1 

0.11 
MIDE 

Minn. 
afila ______

111f 
arria 

0.05 .05: 
o. .007 o. 11111Maill . 

0.007 0. 01 Infla 
11171=77Mtril 

, 	.. 	v. 
0.05 o. 	7 1111M911111•1111017311111111'11111 err. 
0.011 0.007 0.1 0.1 0. 0. 
0.011 0.007 0.1 r 0.1 IIIMIE 

III - TI 1717=11111 
Will fir~ 
ster=~ 
amm=11m 
Ill 	..... 1111 

A 0. 	'7 liffinilig 0. o. 11TM 
arril 0.08 0.007 iiiinriiiiii 0.1 Wall 

0.00 0.007 ~E o.1 o.: arria 
0.08 0.007 o.: • mininm Enna ami§ 
0.01 0.007 ~Mi 0.1 o.11 IIIMIE 

911 tratamiento ácido eatI formado por dos fracciones **P: y 0011 lié malee ee probaron por espesado. 

Se tomaron 1001 de cada concentración en ing/inl para he pniebee bioldsiese por que loe dimos utilizados pire he 

pruebas son de capacidad de 'Qui. 
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Tabla 3. Concentraciones en ing/mi de las fracciones probadas contra los diferentes 

mlcroorIlants nos 
Fracciono FI 	1 	F2 	1 	F3 	1 	F4 	1 	F4' 	1 	F3 	1 	F6 

Bacterias 
&Mose& isphi 0.21 0.03 0.06 0.09 0.92 0.20 0.20 
Cundido olbleams 0.21 0.03 0.06 0.09 0.92 0.20 0.20 

Slaphylococcos PlIffILI 0.21 0.03 0.06 0.09 0.92 0.20 	, 0.20 
&check:Ida coa 0.21 : 	0.03 0.06 _ 0.09 0.92 0.20 0.20 

Serrada outrercios 0.21 0.03 0.06 0.09 0.92 0.20 0.20 
Pscodoolomos arnothoosa 0.21 0.03 0.06 1  0.09 0.92 „_ 0.20 0.20 

Sassfococcos Arca, 0.21 0.03 , 0.06 0.09 0.92 0.20 0.20 
Pscoulootomos Iloorescros 0.103 0.031 , 0.163 0.031 0.050 0.030 , 0.100 

Enchaki corotuvoro 0.105 0.031 0.163 0.031 0.050 0.030 0.100 
Xonfoomoos compestris 0.105  0.031 0.165 0.031 0.050 0.030 0.100 
&cWus achemiforoas 0.146 0.05 0.10 0.136 0.103 0.02 0.045 

Sktobloruros rio 0.146 0.03 0.10 , 0.136 0.103 0.02 0.015 
Micrococcus col 0.146 0.05 0.10 0.136 0.103 0.02 0.0115 
Pcoodosoonav so 0.146  0.05 0.10 0.136 0.103 0.02 _. 0.015 

Commobactorions spo 	_ 0.146 0.05 0.10 0.134 0.103 0.02 0.00 

115e tomaron 1401 de cada concentración en mg/m1 para u pruebo biolkiefa 



RESULTADOS y DISCUSIÓN 

De la planta Piqueria irinervia, la cual se usa en varias partes de la República 
Mexicana con fines medicinales, se obtuvo el metabolito secundario llamado piquero! 
"A", y de las aguas madres de cristalización se obtuvo un líquido viscoso que se 
denominó "aceite" que es una mezcla compleja de componentes (Urzúa 1995). (F1g2). 

A 	Ataite da P. triurvia 
Pa.Piquerol 

Fle 2, ennaattigralla en capa fina del aceite y del piquotorA". 

Se probó el efecto antimicrobiano del "aceite", de los componentes de este, del piquero! 
"A" y del piquero! transformado sobre los microorganismos patógenos humanos y los 
fitopatógenos. 
Se hicieron pruebas de sensibilidad de antibióticos comerciales. sobre la)►s bacterias que 
atacan al hombre, para tener un punto de comparación con los compuestos de P. trinerWa 
(tabla 5). La sensibilidad que es la susceptibilidad de un microorganismo dada a un 
antibiótico constituye una técnica común e importante en la mayoría de los laboratorios. 
Los resultados de estas pruebas sirven para seleccionar los antibióticos idóneos para una 
terapia frente a los microorganismos (Konentan,1991). 	• 

Con el objeto de determinar si había una pérdida de actividad, d aceite fuá 
probado a intervalos de tiempo. Los resultados se muestran en la tabla4, e indican que no 
hubo una pérdida significativa de actividad durante 6 Mas. 
El aceite presenta actividad inhibitoria sobre todos los microorganismos patógenos 
humanos (tabla4) pero sus tracciones por separado pierden esta actividad en 3 de los 
microorganismos probados, persistiendo esta únicamente sobre 2 de los microorganismos 
(S.aureus y S »phi) (tabla 6). 
Pruebas realizadas con aceites de diferentes plantas no encuentran actividad para 5, 
aureus y E.cali, no siendo así para P.ueruginosa la cual muestra inhibiciones similares a 
las de P.trinervia, (López. 1992, Haininerschinidt 1993). 

Haciendo una comparación con antibióticos, el aceite tuvo inhibición contra C. 
albkans mientras que los antibióticos probados no tuvieron efecto alguno (tabla 3) Urzúa 
1993, Darah 1995, Paz 1995, Marca] 1992, no encuentra actividad sobre C.alblcans 
(Dimayuga1991, encuentra actividad en 13 extractos de plantas de 72 de 35 diferentes 

26 



familias. (López 1992, Abd El Nabi 1992) obtienen actividades de 60 y 20mm 
respectivamente para ealbicans, 
El aceite presentó actividad en todas las bacterias que se aislaron de plantas ja vitro y en 
2 de las 3 bacterias titopatógenas Psendomonos fluorescens (F1g3) y Xantomonas 

campestris, la actividad que se presentó es mucho mayor para las bacterias que se 
aislaron in yilLQ que va de 17mm para "mamonas spp hasta 45mm para Micrococcus 
spp y Staphylococcus spp (Tabla 10 y II), los antibióticos probados en el trabajo de 
Brunner 1995 muestran inhibiciones que van de 11 hasta 19 mm para las bacterias que se 
aislaron in vitro.  

 del aceita de Piuuetia 	 ere _ _  __ .____ _ _____ _____ __ _ 

Extractos 	al II lo 1 al 1 a II as 1 Piquerul 1 ' CH3 CH2ON  

Microorganismos 	 Zona Je inhibición en mm 

	

Cundid(' albicans 	II 	13 	17 s.  15 	13 	0 	 0  
Staphvlocewcus aortas 	19 	13 	II 	10 	13 	0 	 0  

	

Ercherichia cull 	12 	12 	II 	15 	12 	16 	 0 
1 	 1 

	

Serrada manee" 	10 10 	9 	13 	12 	13 	 0  

	

Salmonella ivpla 	9 	14 	11 ' II 	10 	té 	o  
Preudomonas arniginosa 	9 	13 	II 	II 	7 	13 	 0 

• Streptotticcurfaecalis 	14 _ $ 	13 	10 	14 	0 	 0 

*Concentración expresada en inginil uZuna de inhibición medida de 11-24 Nra 
al* aceite probada* en diferentes fechas aplicando 10 ul concentrado. 
11 sz 1 Feb 94, 42.7 Abril 94, a3 =14 Abril 94, adm 18 Mayo N, as Julio 94 
CH3CH2011=solvente con el que se disolvió el piquerol. 

Talla 5 Resultados del a ntibiorerwsw con Lactado 

Antibióticos En 	1 	Lino 	1 	K 	II 	E 	1 	NA 	1 	C 

Microorganismos Zona de inkibiside as mm 

Candida albinos O 0 O 0 O O 
Staphylowecus áureos 21 23 22 27 0 0 
Eseheriehia culi O O 19 0 '35 ' 30 
Sernuia inarancera O 0 35 0 0 0 
Sahumad ivphi O O 29 0 0 22 
Pseudumonar tarrilistosa O O O O O O 
&ro:acoceas fiseealis 27 26 0 27 0 0 
Zona de inhibicida en iimi•Concciaracido de los antibióticos ErimERITROMICINA•15inci,LinciaLINCOMICINA 
*2ineg,K e. KAN AM IC IN A •30sucg , E as ESTREPTOMICINA 
• l5mcg,NA =AC.NALIDIXIC0•30incs,C•ICLORANFENICOL •30mcg. 
En mita tabla se multaron los valores 11141 altos de halos de inhibición á los antibióticos usados, que as compararon 
con los valores de lus compuestos de la planta P.trisservía 

27 



Pis 3 Placa dc !susceptibilidad en la cual observa loa halo% de inhibición que tiene el 'aceite' sobre Paroodoximas 
jimonverm 

Para realizar la separación de los componentes químicos del aceite se uso la 
cromatograffa en capa tina preparativa se obtuvieron 

7 fracciones Fi, F2, F3, F4, F4', Fs y F6. DI las cuales las fracciones FI, F2, F5, y 
F6 están formadas por un solo compuesto, mientras , que F3, F4, F4 'contienen 2 
compuestos cada una con Rfs muy similares que no permitieron su separación. (Fig 4) 

C4>F4  

F 
F2 	

3 
 

Fig 4. Fracciones en las que lo dividió el aevite tomando cunas referencia el piquctorA" 
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La fracción F1 resultó ser muy activa sobre S. tiphy, (Flg6). Se han realizado pruebas 
con extractos de diferentes plantas sobre bacterias de Sahnonella typht siendo su mayor 
inhibición de 12mni,(Shni et al 1995). El fracaso de las terapias contra S.typhi se debe a 
que cada vez se increcenta el número de bacterias resistentes a los antibióticos por lo que 
una alternativa es localizar nuevos antibióticos con productos naturales (Anderson and 
Smith1972, Goldsrein et al 1986, Eykyn and Williams 1987) La fracción Fi se encuentra 
en estudio ya que su estructura química todavía no ha sido plenamente identificada. Esta 
fracción puede ser comparable con alguno de los antibióticos que se utilizan para 
combatir esta enfermedad como kanamicina y cloranfenicol los cuales tienen un halo de 
inhibición semejante al de la fracción FI, Tomando en cuenta que de estos antibióticos se 
utilizan cantidades mucho más pequeñas (ver tabla5) que las utilizadas con los 
compuestos de P trinervia, 
Así mismo hasta el momento no ha sido posible asignarle a todos los compuestos su 
fórmula estructural, por lo que se sigue trabajando con ellos (Fig 10). 

En la tabla 6 todas las fracciones obtenidas del "aceite" presentan actividad sobre 
S.aureus (FigS). Se han encontrado muchas plantas con actividad antibacteriana sobre S. 
mucus teniendo actividades que van de 8 a 14mm de 113 extractos de plantas (Grosvenor 
1995, Alonso 1995, Rojas 1992), En otras pruebas con la planta A.nilotica nilotica 
presentó una actividad de 25 mm de diámetro sobre S suma, (Osman 1992). De la 
misma tabla 6 las fracciones (FI y F6) tienen actividad sobre S.typhi (F1g11) y la fracción 
F6 sobre Candida albican.w.. Comparando los resultados de los antibióticos probados con 
las fracciones que inhiben a S marear, se puede decir que son comparables para 3 
fracciones F3, F4, F4'. Para la fracción Fl que inhibe a 5. thipy los antibióticos 
probados son comparables con esta fracción, quedando comprobado que la gente que 
utiliza esta planta en los diferentes estados de la Repilblica Mexicana la usa correctamente 
para combatir el reumatismo, la tifo que son causadas por S.aureus y S thiphy. 
(Gonzalez, 1890). 
De una gran variedad de bacterias las mas usadas para trabajos de pruebas de 
susceptibilidad por su importancia médica ya que son los microorganismos que se 
encuentran con más frecuencia en el humano provocando diferentes enfermedades y los 
cuales se vuelven cada vez más resistentes a los antibióticos sintéticos son S.aureus, 
E.coli P. aeruginosa C. aiblcans, S. lacean:, S. typhi. (Deeni et al 1991, Dimayuga 
1991, Caceres,1991, Pomilio et al 1992, Rojas et al 1992, Grosvenor et al 1995, Usada 
et al 1995, Youvraj et al 1995, Paz et al 1995). Nuestros resultados muestran (tabia6) la 
patenciavilidad de los derivados de la P. trinervia sobre 3 de estas bacterias (S.aarems, 
C.albicans,S.typhi). 
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SJda 6 Artividnd• • 	 i 	Piuuerio aiuervb 

Fracciones Fi F2 	F3 F4 F • F5 F6 C 
CHICI, 

Microor anisinos Zona de inhibición en non 

Candida albicans , o o 0 O 0 0 20 0 

Sta thvlucuetus aureus - 	f 
10 10 18 17 20 II II O 

Escherichla culi O 0 0 O 0 0 O O 

Serrada inarcesees 0 O O O 

Salmonella tv thi 26 0 0 O O 0 12 0 

Prewhonomis glera_ /nora 0 0 0 0 O 0 O O 

&re nococcus isecalis 0 0 O O 0 0 O O 

Zona de inhibición medida de 18.24 Hre. 

F.*Fracciones ,F1=1,F2  e2, F3= ihnnada por 2y3, F4Connada por 3y4, F4.1.kannada por 4 y5, F3gg5, F/6516. 

Cffiblaneu 

Fig 5. Placa de susceptibilidad donde se ubmervan loa halo& de inhibición de las fracciones del "aceite" sobre I 
antro , dunde el disco que no pnweinó inhibición dtó el testigo. 



Fig II Placa de xuaceptibilidad donde ta; observa una clara inhibición da la fracción FI sobro &Maná syphi, la cual 
reproenta el disco Noé 

En la tabla 7 se puede observar que las fracciones del aceite Fi, F3, F4, F4' y F6 tienen 
efecto inhibitorio únicamente sobre Ps. jloorescens, siendo mis efectiva la fracción Fi, 
formada por un solo compuesto (Brunner 1995), hace pruebas con antibióticos sobre 
Pseudontonas obteniendo una inhibición de tetracilina de 19mM menor que la que se 
muestra con la tracción Fi. Debido a que las tracciones F4 (4+3) y F414+5) inhiben a 
Ps. fluorescens, mientras que las fracciones F3(3) y F5(5) no tienen este efecto, se puede 
concluir que el compuesto 4 es el principio activo. 

Tabla, 7 Actividad antinticroldana de las fracciono del 'aceite' de 	Mis 	'ler 
Fracciones Fi 	

1 
F2 F3 I F4 	F4' Fs 	

l 
F6 I 
	

Control.  
CH2C12 

Microorganismos Zuna da inhibición en mm 

Pseudomonasfluoreseens 24 0 0 11 11 0 12 0 
Erwinia carotialing o o 

. 
o k  o o o o ' o 

Xantonumtia 	ounpestrilivir 
compearls 

O O 
. 

U O O O 

_ 
O 1 o  

Zonas de inhibición InekliJah de 18-24 lirs. Concentración expresada en nightil 
F= fuel:al:10 

En la tabla 8 se puede observar que todas las fracciones del "aceite" muestran efecto 
inhibitorio sobre &cilio liquenifimas siendo el mayor efecto el de la fracción F4. Las 
fracciones FI, F4 y F4' inhiben a Siophylococcus spp teniendo una mayor actividad la 
F6 la cual es comparable con las actividades que muestran los antibióticos probados por 
(Brunner et al 1995). Las fracciones FI , F2, F4, F4 'y Fs inhiben a Microwccus spp 
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siendo la mayor inhibición de la F4 que es mayor que las inhibiciones de los antibióticos 
Tetracilina, Ampicilina Cefalotoxina, Cloranfenicol, Gentamicina, Ácido nalidixico y 
Kanamicina (Brunnerl995). Las fracciones Fi y F4 son activas sobre Pseudomonas, y la 
F4 sobre Colynebacterium spp. Los resultados obtenidos para a. lieheMformis, muestran 
que el compuesto 4 presente tanto en la fracción F4 como en la Fa ', aumenta la actividad 
de las fracciones F3 (compuesto 3), y de la F5 (compuestoS). La actividad de las 
fracciones F4 y F4' sobre Staphylocarus spp es muy similar, concluyendo de estos 
resultados, que el efecto inhibitorio se debe al compuesto 4, presente en ambas 
fracciones, ya que si consideramos que F4 está formado por los compuestos 3 y 4 y la 
fracción 3 por el compuesto 2 y 3 el cual, no tiene efecto sobre Staphylococcus spp. 
obviamente éste se deba al compuesto 4. 
De la misma manera se puede interpretar el efecto de la fracción Fa ' formada por los 
compuestos 4 y 5 y la F5 formada por el compuesto O, esta última no presenta efecto 
inhibitorio por lo que se concluye que el efecto se encuentra en el compuesto 4. 

Tabla O Ateirklad amtluileroldaita de las fragantes del aceite de P.friurvia centre bacterias aisladas de pleitee 

Fracciones FI 1 F2 I F3 I Fa I F4•' Fs F6I Control 
CHIC

tro
k 

Microorganismos Zona de inhibición en mil 
lacillin Ondsessifurmis S 5 $ 17 

F 	1 
12 9 II 0 

Siaphylotweems .vpp. 12 0 0 17 16 O 20 0 
Alienamos sp.p 15 13 O 25 15 17 20 0 

Puoduountax .v.pp 9 0 O, 10 O O 1 0 
Coryeebacterium .spp. 0 0 O 9 0 0 9 o 
Zona de inhibición Inedithui de 2441thrs. Fue fracciones 

De las pruebas de actividad antimicrobiana del piquerol "A" se obtuvieron loe 
siguientes resultados: de las 7 especies de bacterias patógenas estudiadas se presentó 
actividad solamente sobre E. coli, S.marcescens ,S typhi y P.aerugiriosa. siendo los 
resultados muy similares en los cuatro casos (tabla 3) González de la Parra(1984) realizó 
pruebas con el piquerol A sobre E.coli, S.aureus Callticass en la cual no encontró 
actividad debido probablemente las a que concentraciones que utilizó no eran las 
correctas. 

De las bacterias titopatógenas solamente Pfluorescens fué inhibida por el piquerol 
"A" y puede ser comparado con el cloramfenicol que tiene una actividad de 13 a 16mm 
(Brunner1995), mientras que no se presentó actividad sobre, las bacterias aisladas de 
plantas.(tabla 10 y 11) 

El piquerol "A" es activo sobre bacterias gram(-) y no presenta efecto sobre 
bacterias gram(+) y eucariontes (Canada albicans). 

Del tratamiento del piquerol "A" en medio ácido se obtuvo una mezcla de tres 
compuestos. De esta mezcla se hizo una separación por cibmatograffa en capa fina 
preparativa, quedando dos fracciones F7 y F8 siendo la fracción F7 con un Rf-0.86 
formado por un solo compuesto y la Fg formada por 2 compuestos con un Rf■B0.56 y 

(Flg 7 y 8). 

jl 
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raimiento acido 

T Ay:tratamiento acido 

Fig 7 Tratamiento :leido dividido en 2 fracciones F6 y 7 

Fig Y Crumutognilia en rape lioa do loe treleusientoe Jel piquero' "A" 
l -P Piquerut 2.:Ar20 Arotileride .3.- treleiniento kik 

El diacetato de piquero! tué efectivo sobre los microorganismos patógenos con 
excepción de S. jitecalis, siendo mayor la inhibición para P.aerughtosa (Tabla 9) no 
siendo comparables con los antibióticos probados (tabla 5) sobre las bacterias' aisladas de 
plantas y las titopatógenas no tuvo actividad (tabla 10 y 11) 

El conjunto de las fracciones. F7 y F8 es tratamiento ácido tuvieron actividad 
sobre todas las bacterias patógena& excepto para S. /*aca ts. siendo mayor esta sobre 
E.coti. Las tracciones del tratamiento ácido por separado F7 tuvo actividad sobre C 
aliñadas ,S.ourems y S. 001, mientas que la fracción Fg únicamente inhibió a &con y 
S. syphi (tabla 9) siendo comparable con la kanamicina que fud el antibiótico con menor 
inhibición.(tablaS) 
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TrlibilllielOOS del piwierol Dial:chau de I 	Tratamiento I 
piquen) 	ácido total 

F7 1 F8 1C2 
CHIC1-1 

Microi nyanismos Zuna de inhibición en mm 

Cundido aibkun 9 10 15 0 0 

Siophe/untetws nueves 9 10 11 0 0 

Escherichita culi a 15 0 10 
' 	A 

0 

&mirla Ma7W7C70.1 8 io o 0 o 
Salmodia tvphi 9 I I 16 15 0 

heauloodosias 'temblona 15 10 O
r  

O O 

Surplocureuxfaecalis 	_ O O 0 0 O 

.Zona do inhibición tullida de 18-2411re. F6= Riv.0.16 P RON 0,56, R in0.4 	 o 

Considerando que la fracción Fg no presentó actividad sobre C.albicans, S. 
maleas y S. marscencens se podría concluir que el principio activo que inhibe a estos 
microorganismos está en la fracción F7, mientras que el principio activo que inhibe a E. 
coli está en la fracción F8, ya que la fracción F7 no muestra dicha actividad. 

Los resultados muestran que las fracciones F7 y F8 por separado, no tienen 
actividad sobre P. aeruginosa, pero la mezcla de ellos si, lo que podría sugerir un efecto 
sinórgico entre los 3 compuestos, que forman estas fracciones. 	• 
Respecto a las bacterias titopatógenas, los resultados muestran que las fracciones 
F7+F8= tratamiento ácido del piquerol son efectivas sobre Xanthomonas campestris 
var. campestris únicamente. Y las fracciones por separado fracción F7 es efectiva sobre 
Pseudomonas fluorescens y la F8 sobre Pseudomonas y Xanthomostas campesina var 
campestris. El efecto inhibitorio sobre X. campestris var campestris se debe a la fracción 
Fg, ya que F7 no presenta tal efecto. Debido a que F7 y Fg cada una por separado 
presenta actividad sobre Psetulomonas fluorescens y la mezcla de ellos no, se podría 
pensar en un efecto antagónico entre ellos (tabla 10). 	• 

Table10 Actividad untibacteriana del "aceite", del pkweroVA" y del 1411,41111resubreeede melte de batean 
rMulwlontroas ......... 

EXiMill'ilIS Aceite Piquerol Tratonieni F7 
tu Ácido 	. 

luid 	_.... 

Fe 	diaeblato de 
piliderol 

I 	Control 
CH3CH20 

H 

Control 
CH2Cl2 

Micrzuglismos Zona de inhibkidn en mm 
Pseudo:1u~ 

fi lsorescOns 
27 15 0 12 15 O O o 

EI1Valia cartilovora o o o o , o 0 O O 
Xamoinuno caniprstris 
var CaMpe.slfit 

16 0 II O 10 o o o 

Zona de inhilneitin medida de 111-2411rs. Concentración expresada en ingtinl 
F7 y F8a fruveitIlICh del tratamiento ácido 

La mezcla de las fracciones F7 y Fg=tratamiento ácido presentan efecto sobre todas las 
bacterias aisladas de plantas, con excepción de Alicrococcu. spp. 
Debido a que la fracción F8 no tiene actividad sobre ninguna de estas bacterias, se puede 
concluir que el efecto antibacteriano se encuentra en la fracción F7 (tabla I I). 
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Tabla 11 Ac iv d antiliacterisint dr (os extractos dr PluuerIu Irkarnir contratedié, 
Extractos Aceite I I 	Piquerul 	Diseetato ¡Tratamiento ,geldul *F7 1%1 

de piquero' lusa' 
Control 
Cibal 

Microorganbonos Zuna de inhibición en mm 
lucillo Iltwhesqlimoila 31 0 0 13 11 O o 
Siaphylococcux mi> 45 o 0 13 21 0 0 
Mien:mesas á» 45 O 0 O 20 0  0 
Psodostoonas s.pp 17 0 0 13 S O o 
Corysobacteriom spp. 23 0 0 12 10 0 0 
Zona de inhibición medidas de 24 -48hrx. *F7 ron= fracciones del tralémisato ácido 
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Identilleación química de los productos activos 

El espectro de RUIN del piquerol "A"(figl I) 'nuestra las siguientes señales, una 
señal múltiple, centrada en 5.97(2H, protones vinílicos), 2 señales múltiples en 5,10 y 
5.38 (2H, cada una, dos metilenos terminales) una señal simple. ancha 4.62 y otra triple 
en 4.39 (2 grupos -CH7OH-) una señal doble en 3 (IH, protón alílico), una señal simple, 
ligeramente ensanchada en 1,79 (31-I, metilo vinílico) que resultan idénticos a las de una 
Muestra original, Estructura. (lb) (Fig)) 

El espectro de RMN de la fracción F6 (Fig 12) la cual es un aceite de color 
amarillo, obtenido por cromatografia preparativa en capa tina mostró en 7.27 una señal 
múltiple debido a protones aromáticOs. En 5.21 (IH) y 4.98 (IN) dos señales múltiples 
con acoplamiento, debido al metileno del isopropenilo. A 4.68 una señal simple (2H) que 
se asignó a un metileno del tipo (Ar-CH2-0H) y a 2.03 (3H) una señal simple que 
corresponde .al metilo. vinílico y por sus datos se le asignó la estructura X (Flg 9) .Las 
mismas características presentó la fracción que se denominó F6 del tratamiento ácido del 
piquerol A. Como anteriormente Chavarín 'Rivera llegó a este producto pudimos 
confirmar la estructura para la llamada fracción F6 y FI . 

Otra de las fracciones del aceite a la que se le determinaron sus datos 
espectroscópicos fué la tracción 4, un aceite de olor característico y color ligeramente 
amarillo,: formada por 2 compuestos básicamente, compuesto C3 V11111) y compuesto C4 
XI y cuyos espectros de RMN (Fig 13 y 14 respectivamente) presenta las• siguientes 
señales a 10.57 (8,1H), 6 (d,1H), 5.7(m,111), 3.87(m, IR), 2.3 (m, 3H), 2.2(m, 
3H).10.25(s. 	6.25(dd,1H), 4.42 (d, 1H), 1.24 (M 3H), 1.30 (m 2H). 

. Después se separaron los dos compuestot lo cual nos permitió proponer las estructuras 
Vilib (fig I) y XI (fig 9) para los compuestos de la fracción 4, haciendo un análisis de los 
datos obtenidos y 'comparándolos con los datos de HRMN descritos para estos 
compuestos se pudo confirmar que la fracción 4 que estaba formada por los compuestos 
VIllh (figl) y.X1. (fig 9) 

CH=O 

XI 

Figura 9 
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CONCLUSIONES 
De la extracción acuosa de la planta Piqueriu trinervia se obtuvo el metabolito 

secundario piquerol "A" y de las aguas madres de cristalización un "aceite", a los cuales 
se les probó su acción antimicrobiana. 

De la separación del "aceite" por cromatografía se obtuvieron 7 fracciones Fi 
,F2, F3, F4, F4 ',F5 ,F6, De la acetilación del piquerol "A" se obtuvo el diacetato de 
piquero' y del tratamiento en medio ácido del piquero! "A" se obtuvo una mezcla 
dividiéndose en F7 y F8. 

El aceite presentó actividad sobre todas las bacterias en estudio patógenas 
fitopatógenas y las aisladas de plantas jn yin. 

El aceite no perdió su actividad por lo menos en 6 meses sobre los 
microorganismos estudiados. 

El aceite presentó actividad sobre todos los microorgánismos, •  inhibe tanto a 
gram(+), como a gram(-), y es activo sobre eucariontes y procariontes. 

El aceite tiene actividad sobre C. albieuns en contraste con muchos antibióticos y 
extractos de otras plantas que se han probado contra este microorganismo los que no 
presentan actividad.  

El aceite mostró actividad sobre Ps.fluorescens y ~monas campestris. Sin 
embargo cuando éste fué fragmentado pierde su actividad para Xandumumas campestris 
y la mantiene para Ps. fluareseens. 
La fracción Fl es activa sobre S. typhl y comparable con los antibióticos kanamicina y 
cloranfenicol, TaMbién fué activa contra 	 , 
S.aureus., presentó una fuerte inhibición contra Pffloreseens y sobre todas las bacterias 
que se aislaron de plantas in vitro con exepción de.Corynobacrerium spp. 
La fracción F2 no muestra una actividad significativa 
La fracción Fymústra actividad sobre S. aureus no siendo coinparable con el antibiótico 
más fuelle que es la eritromicina pero si con la kanainicina que tienen halos de inhibición 
semejantes 

La fracción F4 inhibió a todas las bacterias aisladas de plantas además Ps. 
fluoreseens y a S, mucus. 
La fracción F4 ' inhibe 3 de las bacterias in vitro con excepción de Pseudomonas spp. 
Corynebacteriton spp también inhibe a S aureus y S ifluoreseens 
La fracción F5 inhibe a S. mimos , B. ihtehen¡formis y Aflerocoecuss spp 
La fracción F6 inhibe a todas las bacterias que se aislaron de plantas in vitro.  A una de 
las titopatógenas S. fluareseens y 3 de las patógenas para el humano C.albleans, 
S.aureus y S .typhi 

El piquero! "A" es activo sobre bacterias gram(-) y no presentó actividad para 
bacterias gratn( +) y eucariontes (C. Whicans). 

El piquero! "A" mostró actividad sobre Psfiuorescens, 	S.mancecens, • 
S.typhi y y Ps.aeruginosa no teniendo actividad para bacterias jn vitro 

El tratamiento ácido del piquerol A (F7 + Fs) presentó actividad sobre todos los 
microorganismos aislados de plantas excepto para Alierococcus , sobre todas las 
patógenas con excepción de S. laecalis, para las fitopatógénas solo tiene inhibición sobre 
X. canspestri.s. 

De las 2 fracciones obtenidas del tratamiento ácido del piquero! A (F7 y Fo, la 
fracción F7 persistió su actividad para C.albicans, S.aureus, S.typhi Ps lhooreseens y 
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para las bacterias aisladas de plantas á vitro presentó actividad sobre todas las bacterias. 
La tracción F8 persistió su actividad para E.coli y S. 7)phi X. campestris: P. fluarescens. 

El diacetato de piquero) "A" presentó actividad sobre todas las bacterias patógenas 
excepto para S faecalis. 
Los estudios realizados por espectroscopia de RMN y EM comprobaron que las 
fracciones F7 del tratamiento ácido del piquero! "A" y la fracción F6 del "aceite" son 
idénticos además de tener la misma actividad inhibitoria. 

Los compuestos que mostraron actividad sobre una gran variedad de 
microorganismos fueron los de las tracciones Fi,F6 y Fa. 

Se logró identificar químicamente los comp_uestos activos de la fracción F6 X, F4 
que son los compuestos C3 Villa (11g1) y C4 XLV.% th 
Las mejores resultados de los compuestos de la Piqueria trinervia contra los antibióticos 
se muestran en la (tabla 12). 

Se puede observar que los antibióticos utilizados en este trabajo sobre Cabina! 
no mostraron actividad, mientras que la fracción F6 si tiene actividad. Los antibióticos 
que se usan comercialmente sobre" este microorganismo presentan hala de inhibición 
menores ó iguales a los de la tracción F6 (Sulfametoxazol-trimetoprim con inhibiciones 
de 10 a 16 min y Tetraciclina de 14 a 19 mm) 

La tracción Fl es comparable con alguno de los antibióticos (Kananticina y 
cloranfenicol) que se utilizan para combatir la enfermedad producida por esta bacteria 
S.thipy ya que presenta halos de inhibición semejantes que los antibióticos. 

El aceite como tal, sus fracciones en el cual se divide el aceite, pueden ser una 
alternativa natural para el control de contaminaciones bacterianas de cultivo de tejidos 
vegetales in  yhra y para bacterias fitopatógenas ya que el aceite presenta halos de 
inhibición mayores que los antibióticos reportados en el trabajo de (Brunner 1995) los 
cuales se probaron sobre las bacterias que aíslo de plantas cultivadas j2 di& 
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Zona de inhibición en aun Concentración en mg/nal 
Eri=eritroinocina, NA =acido nalidítdco, Kwkanianicine,Cimeloninfoinicol 
Ce =corota x ima, A =ampicilina 

ESTA TESIS HO Ilat 
SALLA 11 LA SOMA 
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Tabla 12 Comparta:16n de las mejoren valores de inhibición O observados en loe ~puedes de la 
lux ittildótlas ortdwdus en elle 

Extractos Aceite 	1 Fraccione% 	1 Piiauerol 1 Antibióticos 
Microorganismos Zuna de inhibición en aun 
C.albleasiv 1$ 	, F6' (20) 0 0 
S.ésorrau 19 F4' (20) 0 Eri (24) 
Lag( 15 0 16 NA (23) 
losarnetuves 15 0 13 K (30) 
S. 759/11 14 FI (26) 16 K (29) 
&Ayas& 13  0 0 Eri (27) 
P. arniginara 13 O 13 0 
P ,Morestwou 27 F1(24) 13 0 
E .caroftnura O O O COI) 
Zauwearis 	' 16 0 0 ' 0 
I. lindrenitionsk 31 F4 (17) O O 
Staphylocuvas 	: 43 F6120) 0 Ce (23) 
ilicrocacou 43 F4 (25) 0 Ce (23) 
heedonomas 17 F4 (10) O C(II1) 
Corynobatverhon 	_ 23 F4,F6' (9) 0 A (14) 
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