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RESUMEN 

El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Investigación en Productos Naturales, 

ynidad de Investigación Interdisciplinaria de Ciencias de la Salud y la Educación del Campus 

Iztacala de la UNAM, con los objetivos de: 1) evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de 

Tanaeetllm parthenium contra las enterobacterias Eseheriehia eoli. Sa/monella thyplli. Shigella 

boydii. Enterobaeter agg/omemm y 4 cepas de la vibrionacea Vibrio ello/eme y 2) aislar e 

identificar el o los principios activos presentes en r partllenillm. 

La investigación consistió en la obtención de los datos etnobotánicos más importantes, 

evaluación del potencial antimicrobiano de los aceites esenciales y aislar e identificar el o los 

componentes activos. 

En los resultados se demostró que existe actividad antibacteriana en el aceite esencial, a 

éste se le determinó su concentración mínima inhibitoria y su concentración bactericida media, 

además se obtuvo la curva de supervivencia de E. eo/i expuesta al aceite. Se aisló como uno de 

los componentes activos, el alcanfor. 
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INTRODUCCION 

Las infecciones causadas por microorganismos, por su naturaleza epidémica, han sido y 

son causa de gran mortalidad entre la población mundial. Por lo anterior, tienen gran 

importancia social, y los esfuerzos para encontrar medios para controlarlas han involucrado a un 

importante número de investigadores. Se considera que el desarrollo de métodos cada vez más 

eficaces para lograr el control de las infecciones y de la contaminación bacteriana como un gran 

aporte científico' 

La epidemiología como ciencia se inicia en 1546 cuando Francastorio de Verona, en su 

obra De Contagione, describe la naturaleza infecciosa de ciertas enfermedades epidémicas. En la 

actualidad podemos definir a la epidemiología como: el estudio de los factores que influyen 

sobre la distribución de las enfermedades en las poblaciones, incluyendo las enfermedades 

infecciosas que son difundidas por gérmenes patógenos (Davis. 1982). 

En 1876, Robert Koch estableció el papel etiológico de las bacterias como agentes 

infecciosos y formuló cuatro postulados para la identificación de agentes patógenos: 1) el 

organismo se encuentra en las lesiones de la enfermedad, 2) puede ser aislado en cultivos puros, 

en medio artificial, 3) la inoculación de los cultivos origina en los animales de experimentación 

un proceso parecido a la enfermedad y 4) el agente patógeno puede recuperarse a partir de las 

lesiones producidas en los animales inoculados. Con base en estos criterios ha sido posible el 

aislamiento de los microorganismos causantes de gran número de procesos infecciosos. 

La identificación de los agentes patógenos de varias enfermedades, condujo a la utilización 

de diversos métodos de control, de los cuales, uno de los más utilizados es la quimioterapia, que 

ha permitido un considerable control de muchas enfermedades infecciosas y también ha 

disminuido su frecuencia. Los agentes quimioterápicos con acción antibacteriana, se dividen en 
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bacteriostáticos que inhiben reversiblemente la reproducción bacteriana y los bactericidas que 

ejercen acción letal irreversible (Brock, 1978). 

El uso de plantas en el tratamiento de diversas enfermedades, y dentro de éstas las 

causadas por microorganismos está muy extendido, sobre todo en los países no industrializados 

(Hamburgcr, 1991). En México existe una tradición herbolaria que se remonta a la época prehispánica 

y que se complementó, con las plantas que fueron introducidas por los conquistadores europeos 

(Lozo)"., 19K7). 
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ANTECEDENTES 

BACTERIAS 

Los organismos unicelulares se dividen en dos grupos basándose en su complejidad. Los 

organismos protistas como protozoarios, algunos hongos y la mayoría de las algas son 

eucariontes al igual que las células de los hongos pluricelulares, las plantas y los animales, es 

decir su núcleo se encuentra rodeado por una membrana nuclear, múltiples cromosomas en el 

interior de cada núcleo y un aparato mitótico que garantiza la equipartición de los elementos 

resultantes de replicación cromosómica entre los núcleos hijos. Por el contrario, las células de las 

bacterias y de las algas verdeazules son denominadas procariontes en las cuales el núcleo está 

constituido en realidad por un único cromosoma carente de membrana nuclear. Las células 

procariontes carecen de organelos cubiertos de membrana, como son las mitocondrias. Aunque 

en su interior las bacterias sean más simples que las células animales, su estructura superficial es 

más compleja, ya que comprende una pared celular rígida que rodea a la membrana plasmática. 

Esta pared protege a las células de posibles lesiones mecánicas. Además, considerando que el 

metabolismo de estas células requiere un elevado contenido intracelular de ciertas sales y 

metabolitos, la pared celular evita la rotura osmótica de la bacteria cuando ésta se encuentra en 

medios hipotónicos. Además de la pared dependen muchas de las características taxonómicas 

bacterianas: su morfología, su principal división en bacterias gramnegativas y grampositivas y 

las propiedades antigénicas específicas en que se basa su clasificación y las interacciones entre 

los gérmenes patógenos y su huésped. 

Existen dos formas morfológicas principales de bacterias, los organismos más o menos 

esféricos llamados cocos que a su vez se subdividen en: a) diplococos- agrupados en pares, b) 

estreptococos- en cadenas c) estafilococos- en racimos y d) sarcinas- tétradas o aglomeraciones 

cúbicas; y el de los bacilos que tienen forma de bastones que se subdividen en: a) cocobacilos­

bastones extremadamente cortos, b) bacilos fusiformes- más delgados en sus extremidades, 
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c) bacilos fusiformes- forma de fibra y formas filamentosas y d) vibriones o espirilos- formas 

curvas. 

Para ocupar la totalidad de los posibles nichos ecológicos, los procesos evolutivos que han 

afectado a las bacterias, han producido organismos capaces de sobrevivir utilizando las fuentes 

alimenticias más dispares, por otro lado, la acción de estos microorganismos tiene un papel 

importantisimo en los ciclos biogeoquímicos y en la descomposición de la materia orgánica. La 

energía procedente de todos estos combustibles esenciales adquiere utilidad al convertirse en 

adenosin trifosfato (ATP). El ATP interviene en la mayoría de los procesos de transferencia de 

energía y sirve para acoplar los procesos catabólicos (procesos degradativos, en los que se libera 

energía) con los anabólicos (reacciones de biosíntesis). 

Existen tres vías principales para la producción de ATP: a) fermentación, b) respiración y 

c) fotosíntesis. 

Actualmente la fermentación la podemos definir como un proceso metabólico en el cual la 

energía procede de compuestos orgánicos que actuan tanto de dadores como de receptores de 

electrones. 

Los procesos energéticos de la fermentación pueden estudiarse desde varios puntos de 

vista. Cabe describirlas desde un punto de vista termodinámico, debido a que los productos 

resultantes tienen un contenido energético inferior al de los sustratos. Así, la diferencia molar de 

energía libre (6F) entre un mol de glucosa y dos moles de lactato (a pH neutro) es de 58 kcaJ. 

Esta diferencia se debe principalmente, al menor nivel energético del grupo carboxilo (-COOH), 

de su producto de descarboxilación (C0
2
) y del agua, en comparación con los mismos átomos 

situados en un grupo carbonilo o en un grupo hidroxilo. Por consiguiente, desde el punto de vista 

de la energía de enlace, la fermentación puede interpretarse como un reagrupamiento de átomos 

de H y de O en moléculas inorgánicas, para producir grupos carboxilos (fermentación láctica) o 

para dar lugar a CO
2 

(fermentación alcohólica). 
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Desde el punto de vista del metabolismo intremediario, el problema principal se centra en 

la producción de secuencias metabólicas en las que las reacciones que se producen 

espontáneamente vayan acompañadas de la producción de ATP. Para ello es necesario que se 

forme, en primer lugar, un fosfato orgánico cuya energía de hidrólisis (-ilF) sea superior a las -8 

kcal que se liberan al trasformarse de ATP a ADP + Pi; en tal caso, una enzima puede transferir 

en forma exergónica el grupo fosfato desde el dador al ADP (es decir un proceso inverso al que 

se produce en una reacción de fosfocinasa). 

Las bacterias se clasifican en distintos grupos, según la acción que el oxígeno desarrolle en 

su crecimiento y metabolismo. 

1.- Los aerobios obligados necesitan oxígeno y les falta la capacidad para realizar 

fermentaciones. 

2.- Los anaerobios obligados, pueden crecer sólo en ausencia de oxígeno. Un subgrupo, 

llamado microaerófilo, in~luso crece mejor en presencia de 02 a baja tensión; pero no se 

desarrolla a la tensión de O2 existente en el aire. 

3.- Organismos facultativos: crecen tanto en presencia de oxígeno como en su ausencia y 

pasan en la presencia de oxígeno, a un metabolismo de tipo respiratorio. 

4.- Anaerobios aerotolerantes: se trata de organismos parecidos a los facultativos, ya que 

pueden crecer en presencia o en ausencia de oxígeno, pero su metabolismo es siempre de tipo 

. fermentativo. 

Los aerobios obligados y los organismos facultativos que desarrollan un metabolismo 

respiratorio poseen una cadena completa de transporte de electrones, en la cual estos circulan 

desd~ el DPNH (o directamente desde algunos pocos sustratos, tales como el succinato o el 

lactato) a una flavoproteína y de aqui a través de algunos citrocromos, se dirigen al oxígeno; el 

ATP se genera en el proceso acompañante que consiste en la fosforilación oxidativa. Sin 
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embargo, los organismos estrictamente fermentativos carecen en general, de la mayoría de los 

citocromos. Desde el punto de vista energético la respiración es mucho más eficiente que la 

glucólisis, ya que da lugar a 10 veces más energía libre (L'iF) y a la producción de una cantidad 

mayor de ATP, que es 19 veces mayor que la obtenida por mol de glucosa metabolizado por 

medio de la glucólisis. 

En los procesos metabólicos anteriores, las sustancias utilizadas son compuestos orgánicos, 

los cuales se forman en la naturaleza por acción de los animales o de las plantas. Por esta razón, 

esta forma de metabolismo recibe el nombre de heterotrófico (alimentarse a expensas de otros 

organsimos). Sin embargo, ciertos microbios no dependen de los compuestos orgánicos, sino que 

utilizan distintas fuentes energéticas y emplean esta energía para reducir el CO2 y transformarlo 

en compuestos orgánicos necesarios para su crecímiento (autótrofos). 

Los procesos autotróficos pueden dívídirse en dos clases: 1) La fotosíntesis que obtiene 

energía a partir de luz visible y que se desarrolla en las algas y en las bacterias pequeñas, así 

como en las plantas superiores. La fotosíntesis microbiana en las capas superficiales del oceano y 

los lagos es desarrollada por las algas y abarca casi la mitad de la fotosíntesis terrestre total. 2) 

La quimioautotrofia (quimiosíntesis) obtiene la energía de la respiración de dadores de 

electrones inorgánicos. Este tipo de metabolismo se observa solo en las bacterias llamadas 

litotrofas (griego, lithos, piedra). Algunos organismos emplean 02 en su transporte de electrones, 

mientras que otros utilizan distintos acepto res de electrones. Las bacterias autotróficas que 

oxidan el H pueden utilizar con frecuencia de la misma forma, compuestos simples de carbono z 

tales como el CO, CH , HCHO o CH OH. Puesto que estos compuestos son orgánicos por 
4 3 

definición su utilización no concuerda con la definición inicial de autotrofia. En este caso se 

definiría la autotrofia como la utilización del COz como fuente principal de los compuestos 

orgánicos. 
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ENTEROBACTERIAS 

Las enterobacterias como grupo presentan uno de los mayores índices de desarrollo de 

resistencia a antibacterianos y por otra parte son una de las mayores causas de morbilidad en 

México por las enfermedades de tipo gastrointestinal que provocan. Las principales 

características morfológicas, patológicas y de sensibilidad de este grupo de bacterias se presentan 

en la figura 1. 

Las enterobacteriáceas constituyen una familia de bastones gramnegativos capaces de 

crecer en condiciones aerobias o anaerobias; estos organismos se encuentran normalmente 

formando parte de la flora (o de los microorganismos patógenos) del intestino de los 

vertebrados, aunque algunos de sus géneros son saprofíticos o parasitan a ciertas plantas. 

Una de las diferencias más importantes establecidas dentro del grupo de estos 

mi croorganismos se basa en la capacidad de fermentar y en la capacidad de utilizar azúcares a 

través de la via oxidativa o en la incapacidad absoluta para utilizar estas sustancias . 

Entre los organismos fermentativos se incluyen tanto los géneros que resultan inocuos 

cuando se hallan presentes en el conducto intestinal como los géneros patógenos de las 

enterobacteri áceas . 

La mayoría de los organismos no fermentativos producen una oxidación de la glucosa 

(Pseudol11ol7as y otros géneros); existen algunos microorganismos incapaces de utilizar la 

glucosa u otros hidratos de carbono (Alacalige/ll's y ciertas cepas de Acillelohacter). 

Sin embargo, la aparición de los antibióticos y la mayor supervivencia de pacientes que 

presentan una disminución de sus respuestas inmunitarias ha dado a lugar a que los organismos 

fermentativos no patógenos se encuentren con una frecuencia cada vez más elevada como 

agentes que dan lugar a infecciones oportunistas (que en algunos casos, pueden ser graves). 
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ESPECIES BACTERIANAS 

Familia Características Enfermedades Sensibilidad a 

Enterobacteriaceae Bastones gram ne-
fármacos 

gativos, Capacidad 
de crecimiento ae-
robio y anaerobio, 
no forman esporas, 
flagelos peritricóti-
coso 

Escherichia cvli Especie predomi- Infecciones de la Sulfamidas, ampi-
nante del intestino vejiga y riñones, cilina, cefalospo-
grueso como co- Diarrea aguda en rinas, tetraciclinas, 
mensal, cepas pató- infantes carbenicilina 
gen as con capacidad 
invasora. 

:,'allllvllella Iyphi No fermentan la Fiebre tifoidea Cloranfenicol 
lactosa ni la saca-
rosa, son invasoras . 

Shigella hoydii Falta de movilidad, Alteración Ampicili.la, tetraci-
no son Invasoras . intestinal. clinas, estreptomi-

cina, sulfamidas, 
ka-
namicina,cloranfeni 
-col, ácido 
nalidíxico, colistina 

Ellferohacler Hábitat; suelo, pro- Infecciones Cefalotina, 
agglomeral/S duetos lácteos, agua, secundarias. ampicilina 

cloacas, intes-tino 
humano. Opor-
tunistas . 

Vibrionacea Bacilos curvados 
(vibriones), gram 
negativos, un 
flagel.o polar, 34 
espeCIes 

Vibrio eho/erae Producción de una Cólera. Tetraciclinas 
enterotoxina muy 
potente . Solo afecta 
al hombre. 

V cholerae El Tor Biotipo productor 
de una hemolisina 
soluble 

Figura 1.- Cuadro sinóptico con las características principales de las especies bacterianas 
utilizadas en el presente trabajo (Tomado de Davis, 1982; Joklik, 1986; Jensen, 1987; Brock, 
1978) 
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La clasificación genérica se basa en una serie de características bioquímicas, mientras que 

otras características bioquímicas y la determinación de la estructura antigénica permite una 

clasificación más específica. Los distintos géneros y especies de este grupo pueden ser 

identificados a partir de su capacidad para fermentar ciertos substratos (p. ej. citrato) como única 

fuente de carbono y por generar productos finales característicos (p. ej. el indol a partir de 

triptófano, amoníaco a partir de la urea y sulfuro de hidrógeno). La identificación final a nivel de 

especie se basa en su estructura antigénica (Davis. 1982). 

VIBRJO CHOLERAE 

Aunque en un principio se incluía a los vibriones dentro de las enterobacterias, se han 

determinado diferencias que permiten clasificarlos como familia independiente, de las 34 

especies que constituyen a la familia Vibrionacea, es V. cholerae la que posee mayor capacidad 

patogénica. V. cholerae se diferencia de las enterobacteriáceas en distintos aspectos. 1) Aislados 

en fresco su forma es parecida a la de una coma y no a una varilla recta, aunque, después de 

cultivos repetidos, adopte la forma de los bacilos entéricos. 2) Se trata de un organismo oxidasa­

positivo. 3) Crece extraordinariamente bien en medios excesivamente alcalinos (pH 9 a 9.6) para 

el crecimiento de otras bacterias; sin embargo se trata de un organismo sensible a los ácidos; este 

microorganismo es rápidamente destruido en cultivos que contengan hidratos de carbono 

fermentables (esta propiedad es utilizada para la nomenclatura de medios selectivos para su 

aislamiento primario). 4) Producen una neuraminidasa que hidroliza el ácido N­

acetilneuramínico, ácido siálico que se encuentra en el plasma humano, en diversos tipos de 

mucina y en las estructuras superficiales de numerosas células de mamiferos. 

El cólera es una enfermedad causada por la bacteria gramnegativa Vih,-io cholerae que se 

ha propagado desde los pantanos y selvas del actual Bangladesh al resto del mundo. Puesto que 

este microorganismo sólo ataca al hombre, los desplazamientos de este contribuyen a diseminar 

la enfermedad. 
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Han existido 6 pandemias de cólera a partir de ) 817, en la actualidad se encuentra en curso la 7" 

pandemia, la cual inicio en 1961 y tiene como características principales: 

1) se inició en Indonesia y no en Bangladesh; 

2) ha completado 30 años y no muestra signos de remisión; 

3) se ha extendido a regiones no afectadas desde el siglo pasado como Africa Occidental y 

Latinoamérica; 

4) el biotipo dominante es El Tor; 

5) el serotipo es Inaba; 

6) el número de países afectados pasaba de ) 00 al término de ) 991; 

7) el hemisferio sur no ha sido respetado; 

8) han aparecido otros hábitats como el Golfo de México, Rumania y el sur de la Rusia europea; 

9) la disponibilidad de vacunas y antimicrobianos no ha detenido la diseminación por contagio; y 

10) la letalidad ha descendido a niveles menores a 1 %. 

El contagio del cólera no es por contacto, sino se debe principalmente a la contaminación 

de las fuentes de agua por las evacuaciones de los enfermos coléricos debido a las deficientes 

condiciones sanitarias existentes en las aglomeraciones urbanas y rurales de los estratos sociales 

más bajos, este hecho se demostró en la última epidemia que sacudio al continente 

(Kumatc. Scpüh'cda y Gutiérrez. 1993) latinoamericano, especialmente en Perú. 

características de la bacteria se encuentran en la figura l. 

Las principales 

V. ello/eme produce una enterotoxina extraordinariamente potente, que ya ha sido obtenida 

en forma altamente purificada: se trata de una proteína lábil al calor con un peso molecular (PM) 
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de alrededor de 84,000. Su acción sobre las células epiteliales del intestino delgado da lugar a la 

pérdida masiva de líquidos y electrólitos a través del intestino, que caracteriza al cólera. 
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ANTIMICROBIANOS 

La utilización de la quimioterapia contra agentes bacterianos patógenos se inició en 1935, 

cuando en Alemania, Domagk desarrolló el Prontosil, el cual curaba infecciones por 

estreptococos de forma espectacular. Aún cuando el Prontosil era inactivo iJl \'ilro, otro 

investigador Tréfoüel, demostró que los pacientes que eran tratados con el colorante, eliminaban 

un producto más simple, la sulfanilamida, que era activa il1 vivo e iJl vio·o. Posteriormente se 

desarrollaron derivados más potentes de la sulfanilamida, denominados sulfamidas (Jokl¡k, 1982). 

En 1929, Fleming notó que una colonia contaminante de PeJlicilliunI 110lallll11, producía 

lisis en las colonias estafilocóccicas adyacentes al hongo, pero el agente lítico era inestable para 

ser utilizado en terapéutica, el aislamiento y estudio de la penicilina fue realizado por Florey y 

Chain en la Universidad de Oxford (D.,¡" 19X2). 

La penicilina fué el primero de los antibióticos, definidos como agentes antimicrobianos de 

origen microbiano. Debido al éxito obtenido con la penicilina, varios investigadores continuaron 

la búsqueda de otros antibióticos; a partir de actinomicetos; del género S/rep/ol7lyces se aislaron 

los aminoglucósidos estreptomicina, neomicina, kanamicina, gentamicina, espectomicina; las 

tetracicIinas, y los macrólidos eritromicina, micina, josamicina, oleandomicina, espirimicina, 

lincomicina, rosamaricina. 

El cIoranfenicol también fue aislado de S/replol11yces y fue el primer antibiótico de amplio 

espectro (Frccman. 1989) 

Otros antibióticos, las cefalosporinas se aislaron de Cephalosporillll1 acrel7l0/lilll11, de las 

cuales la principal es la cefalosporina C. 

Los antibióticos de naturaleza peptídica como: bacitrina, gramicidina, pristinamicina y 

sulfato de polimixina B, del cual la mayoría se han aislado del género Bacilllls (Garrod. 198~). Hasta 

hoy se han aislado casi 3 000 antibióticos, de los que sólo algunos son eficientes como agentes 
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terapéuticos. De los antibióticos de importancia clínica, solo el cloranfenicol, se produce en 

forma sintética a partir de fenona p-nitroacetato (Garrod. 1985). 

RESISTENCIA A ANTmIOTICOS 

La resistencia que presentan las bacterias a los antimicrobianos ha forzado a la búsqueda 

de nuevos antibióticos para poder contrarrestar con más eficacia las enfermedades causadas por 

las mismas ya que los medicamentos utilizados de manera regular son cada vez menos eficaces. 

La resistencia antimicrobiana puede dividirse en dos: natural y selectiva. La natural comprende 

el espectro genético primigenio previo a la intervención generalizada de quimioterápicos y 

antibióticos, tiene una base selectiva, resultado de la adecuación al medio, de las mutaciones 

ocurridas al azar durante un lapso evolutivo muy prolongado, de aproximadamente 4 000 

millones de años. La resistencia selectiva se inicia en el presente siglo, cuando el hombre ha 

dispuesto en escala antes no considerada, de medicamentos con acción antimicrobiana que han 

acelerado vertiginosamente las posibilidades de selección, el resultado es una presión selectiva 

para interferir con el desarrollo de las clonas sensibles a los antimicrobianos y la facilitación para 

que la flora naturalmente resistente prolifere; por otra parte, las posibilidades de recombinación 

genética microbiana intervienen para facilitar la circulación de elementos genéticos que puedan 

modificar la resistencia natural. Los organismos presentan resistencia a los antibióticos de 

acuerdo a los siguientes mecanismos : a) Presencia de una barrera impermeable al antibiótico, b) 

lnactivación metabólica del antibiótico y c) Aprovechamiento metabólico del hospedero. (Kumalc, 

1981). 
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ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL 

Aunque la principal fuente de antibióticos siguen siendo los microorganismos, algunas 

plantas también poseen sustancias con esta actividad. El uso de vegetales para la cura de 

enfermedades infecciosas se ha documentado desde hace 5 000 años, en registros de las 

civilizaciones de la India, China y del Medio Oriente. (lIamburger. 1991). 

Después de siglos del uso empírico de preparaciones herbales, al iniciarse el Siglo XIX, los 

primeros aislamientos de principios activos, marcan una nueva era en el uso de plantas 

medicinales y el inicio de la investigación moderna en las mismas. En la última década, el 

interés por drogas extraídas de vegetales, ha tenido un continuo crecimiento, durante este 

periodo el consumo de plantas medicinales casi se ha duplicado, en la actualidad, casi el 25% de 

las medicinas de patente a nivel mundial contie"en algún compuesto activo que tiene su origen 

en las plantas. La conciencia ecológica y una creciente demanda por terapias no clásicas, pueden 

ser consideradas como las razones principales del actual interés en los preparados herbales. 

Básicamente, las plantas medicinales se utilizan en dos formas: a) como mezclas complejas 

conteniendo un amplio rango de constituyentes (infusiones, aceites esenciales, tinturas, extractos 

y b) como principios activos químicamente puros (Ilamburgcr. 1991). 

Los compuestos puros se utilizan cuando los principios activos de una planta muestran 

actividad fuerte y específica y/o tienen un pequeño espectro terapéutico que requiere 

dosificación precisa y reproducible, mientras que la utilización de extractos, tinturas, etc. es 

apropiada para plantas que exhiben actividades farmacológicas débiles y/o menos específicas o si 

los principios activos de una planta son aún desconocidos. 

Todavía falta realizar investigación sobre plantas que pueden ser fuente de nuevas drogas, 

puesto que de aproximadamente 5 000 especies medicinales reportadas, sólo un pequeño 

porcentaje se ha investigado fitoquímicamente y la fracción sometida a pruebas biológicas es aún 
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-, 
menor (lIamburger. 1991)~ En la siguiente lista se incluyen algunos de los trabajos encaminados a la 

búsqueda de nuevos compuestos con actividad antibacteriana. 

EJEMPLOS DE COMPUESTOS AISLADOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD 
ANTIDACTERlANA 

ESPECIE lO COMPUESTO ACCIÓN SOBRE REFERENCIA 

1.- Lignanos y derivados del Fenilpropano 

Cercedyphy/um Fenil benzodioxano Escherichia co/i Tada, 1991 
japonicl/m Bacillus subtillus 

Rhynchosia Bifenilos B. subtillus Khan, 1984 
sl/ave/ans Staphy/ococclls 

al/re liS 

Machaerium Procianidina P seudomonas Waage, Hedin & 
jlorihl/ndum ma/tophilia Grymley, 1984 

He /yC1}'SlIl/I Derivados de Gram positivas y Tomás-Barberan, 
decl/mhel/s fluoroglucinol y E. co/i 1989 
H. stochea acetofenona 
H. ita/icul/I 

Piper sarmel/tosum Fenilpropanoides E. co/i Masuda, 1991 
B. suhtillus 

2.- Terpenos 

Laurel/cia chi/el/Sia 3 hidroxi-4- S. aureus Valdebenito, 1982 
metilacetofenona E. co/i 

Psora/ea jlll/cea Plicatin-f3 S. allreu.\' Schmitt, 1991 
Mycohacterilllll 
smegmatis 
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3.- Glucósidos 

Vicia anglls/ifolia Glicósido-(I ~6)- P. mal/ophilia Waage, 1985 
glucósido En/erobac/er c10acae 

¡pomoea Glucósido S. aurells Bieber, 1986 
bahiensis hidroxiácido graso B. subtil/is 

Strep/ococclIs 
faecalis 

4.- Flavonoides 

Plantago majar Glucósido E. coli Mitscher, 1988 
S. allrellS 

Gossypium arborellll1 Gosipetín 8-0 P. maltophilia Waage & Hedín, 
ramnósído E. c10acae 1984 
Quercetin 3-0 
glucósido 3' O 
glucósido 

Agril110nia pilosa Derivados de S. aurells Kasai, 1992 
catequinas 

Eleagnus glahra Flavonoídes Pro/eus I'lIlgaris Mari, 1987 
S. allreus 

Psidia trinerl'ia Flavonoides Bacil/lIs cerells Wang, 1989 

5.- Quinonas 

Karwimkia Benzocromanos S. allrells Mitscher, 1985 
hlllllholdtiana M slIIegmatis 

Anona 1II0ntana Anaquínona-A B. sub/illis Wu, 1987 
Mycobaclerium 
luteus 

6.- Pterocarpanos 

E!JithrillCl Pterocarpanos S. allrells Mitscher, 1988 
lIIildhraedii M smegl11atis 
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MECANISMOS DE ACCION DE COMPUESTOS BACTERICIDAS DE ORIGEN 

VEGETAL 

Aunque se ha aislado un número importante de compuestos activos, sólo a algunos se les 

ha determinado su mecanismo de acción. Dentro de éstos figuran los flavonoides, los taninos y 

los terpenos. 

Flavonoides.- Se ha visto que existe muerte bacteriana cuando hay flavonas en el medio de 

cultivo. Estos compuestos inhiben la síntesis de DNA o RNA bacteriano por intercalación entre 

las bases de la doble hélice debido a que estos compuestos tienen una estructura planar similar a 

las bases púricas y pirimídicas además de poder formar puentes de hidrógeno con ellas, en este 

caso las flavonas que han mostrado mayor inhibición de la síntesis de ácidos nucIeicos son 

aquellas que presentan tres grupos OH en el anillo B (por ejemplo la mircetina) (~Iori. 19~7) 

Taninos.- La acción inhibitoria de estos compuestos se debe a los siguientes efectos: 

astringencia, acción sobre membranas y competencia por metales. 

a) Astringencia.- Este efecto se ha estudiado de manera exhaustiva en el caso de los 

taninos, ya que esta propiedad ha sido utilizada para el curtido de pieles. El carácter astringente 

de los taninos puede inducir la formación de complejos insolubles de enzimas y de substratos 

que las bacterias requieren para su crecimiento normal. Se ha observado que muchas enzimas 

microbianas se inhiben cuando se mezclan con taninos. Las enzimas en las cuales se ha 

observado este efecto son las peroxidasas y las glicosiltransferasas. También los taninos pueden 

afectar el metabolismo de los microorganismos como lo sugiere el cambio de morfología de 

Pselldomollas jlllorescells, Escherichia coli y Celll'ibrio jilh'lIs que a bajas concentraciones de 

taninos en el sustrato forman filamentos o cadenas mientras que las células en condiciones de 

crecimiento normales crecen de manera individual (Scalhcrt, 1?91) 
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b) Acción sobre membranas .- Dentro de los efectos deletéreos de los taninos sobre los 

microorganismos está su acción sobre membranas, se ·ha demostrado que el ácido tánico a 

concentración de 50 mg/I inhibe el transporte electrónico membranal de Photobacterium 

h h (Konishi 1987) L " dI' 1 b ' d "1 1 P OSp oreum . . a acclOn e os tamnos en as actenas pue e ser slml ar a a 

observada en fenoles sintéticos (como el o-difenilfenol y difenilalcanos) y compuestos que son 

muy utilizados como desinfectantes. 

c) Competencia por metales.- Otro mecanismo de toxicidad de los taninos es su capacidad 

de formar complejos con los metales. Los sistemas biológicos incluyendo a los microorganismos 

son altamente dependientes de los iones metálicos presentes en el medio. Por ejemplo, la 

infección de humanos por E. coli se inhibe por la presencia de lactoferrina (encontrada en la 

leche humana) la cual forma quelatos con el fierro. Los taninos tienen un efecto similar al de la 

lactoferrina, puesto que muchos de estos compuestos presentan más de dos grupos o-difenol en 

su molécula, los que pueden formar quelatos con varios tipos de iones metálicos, como los iones 

férricos y cúpricos. La naturaleza multicatecólica de los taninos, permite la reticulación y con 

esto la formación de un precipitado metal-tanino que de esta forma, torna inaccesibles a los iones 

metálicos para el consumo bacteriano. 

Terpenos.- La actividad antibacteriana de estos compuestos se debe a que tienen capacidad 

de solubilizar la membrana y provocar lisis, este efecto es observado especialmente en bacterias 

. (Kuno 1993) gram negativas . . 
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LA TRADICION HERBOLARIA EN MEXICO EN RELACION CON LAS 

ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES 

En México existe una tradición herbolaria, que se remonta a la época prehispánica, el 

conocimiento de las propiedades terapéuticas de las diversas plantas es empírico, acumulado en 

el curso del tiempo. La información sobre plantas medicinales es escasa en comparación con el 

número de especies. No obstante hallarse documentado el arraigado y antiguo uso que de las 

plantas han hecho los mexicanos por más de cinco siglos, no logramos aún contar con un 

inventario amplio y confiable de tales recursos vegetales. Uno de los esfuerzos para subsanar 

esta deficiencia fue realizado por el Instituto Mexicano del Seguro Social, por medio de una 

encuesta a nivel nacional sobre el uso de plantas medicinales (Lozoya. J9~7). Con los resultados 

obtenidos en la encuesta antes mencionada, se conoció que el 38% de las especies reportadas son 

utilizadas para el tratamiento de enfermedades del aparato digestivo. Estos padecimientos son en 

su gran m1!yoría el resultado de procesos infecciosos, asociados a diversas circunstancias 

ecológicas y sociales, que la medicina tradicional pareciera resolver con eficacia utilizando 

remedios a base de plantas cuyos efectos no se han estudiado científicamente (ScpÚJ\'cda. Jn~ y Osuna. 

J9~9). 

De los grupos étnicos que viven en México, uno de los que conservan la tradición de 

utilizar plantas para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales es el de los purépecha. A 

pesar de que es conocido el uso de plantas por esta etnia, no existe información de que en la 

antigüedad hayan existido jardines botánicos o si es que los hubo no alcanzaron la magnitud de 

los que había en el Valle de México y Cuernavaca (Sepú1nda. 19R8). Hoy en día, se puede encontrar 

información al respecto en la Organización de Médicos Indígenas Purépecha (OMIP) (A\'ila. 1993). 
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FAI\lILIA COMPOSITAE 

La familia de las compuestas contiene aproximadamente 14000 especies con distribución 

mundial. Son plantas herbáceas o arbustivas, pocas veces arbóreas, con las hojas esparcidas, 

raramente opuestas, por lo general más o menos divididas, sin estípulas pero provistas, a veces, 

de aurÍCulas estipuliformes. tienen flores hermafroditas, unisexuales o estériles; la corola, 

actinomorfa, tubulosa o zigomorfa, ligulada y se hallan agrupadas de manera diversa en 

capítulos, sobre un receptáculo liso o foveolado, nudo o provisto de páleas de diversa condición, 

rodeado en conjunto por un involucro o periclineo formado por brácteas más o menos 

numerosas; a su vez, los capítulos pueden formar inflorescencias en corimbo, cima, glomérulo, 

etc. El androceo se compone de 5 estambres epicorolinos con las anteras soldadas en un tubo que 

rodea al estilo; este es filiforme, bífido en las flores femeninas o hermafroditas, con las dos 

ramitas convexas en su cara externa y planas en la interna, provisto, hacia la parte superior o 

extername~e, de pelos rígidos colectores o recorrido a lo largo del borde de la cara interna por 

dos estrías glandulares, las llamadas glándulas estigmáticas, que constituyen el verdadero 

estigma. Mucho más corto que los estambres antes de que las anteras lleguen a sazón, el estilo 

se alarga rápidamente cuando llegando el momento de la polinización, penetra en el cilindro 

constituido por las anteras concrescentes y arrastra el polen vertido en él por medio de los pelos 

colectores. El endosperma es de tipo celular o nuclear; las antípodas suelen ser numerosas; en 

ciertos casos ocurre la apogamia. El fruto es un aquenio, a menudo prolongado superiormente en 

un pICO o provisto de un vilano de naturaleza muy variada. La semilla es única y carece de 

albumen. 

Comparada con algunas de las otra grandes familias, como la Leguminosae, el número de 

productos económicamente importantes derivados de la familia Compositae es relativamente 

pequeño. La investigación química realizada en años recientes ha incrementado el interés 

medicinal sobre esta familia y en la actualidad poseemos mejor conocimiento de muchos 

remedios populares casi abandonados , así como de plantas hasta hoy no investigadas. Entre 
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estas últimas están comprendidas algunas que poseen actividad antitumoral o antibacteriana y 

otras que constituyen fuentes comerciales de látex cauchífero. 

DESCRIPCIÓN BOTÁNICA DE Tanacetumparthenium 

Chrysan/hemllm par/henium (L.) Berhn. (Ma/ricaria parlhenillm L., Tanacelum 

par/henium (L.) Sch. Bip.) Planta herbácea perenne, muy aromática al estrujarse, hasta de 80 cm 

de alto, pubérula en sus tallos más jóvenes, hojas e involucros, tallos más o menos ramificados, 

erectos, hojas bipinnatífidas, de contorno elíptico, hasta de 8 cm de largo, pecioladas; cabezuelas 

por lo general numerosas en panículas corimbiformes, sobre pedúnculos hasta de 8 cm de largo; 

involucro subhemisférico, sus brácteas aproximadamente 50, las exteriores lineares, las 

interiores oblongas, hasta 4 mm de largo; receptáculo converso o hemisférico; flores liguladas 10 

a 21 (o más en algunas cultivadas), sus corolas blancas, las lámil'as oblongas, de 2.5 a 8 mm de 

largo, de ± 1.5 mm de largo, sus corolas amarillas, tubulosas de ± 1.5 mm de largo; aquenios 

cilíndricos, de ± 1.5 mm de largo, provistos de 5 a 10 costillas, glabros, vilano en forma de 

corona diminuta .. AIt. 2250-2550 msnm Especie nativa de Europa, frecuentemente cultivada 

como medicinal y ornamental; a veces escapada acá y allá. Se le conoce popularmente como 

"Santa María" y "hierba de Santa María"(RzedoW,ki. 1985). Distribución en toda la república ya que 

I . d'd l l l' d (Martíncz 1979) es una p anta mtro UCI a y so o se e encuentra cu tlva a '. 

ESTUDIOS FITOQUÍMICOS y BIOLÓGICOS DEL GENERO TANACETUM 

El género Tallace/1I111 pertenece a la Familia Compositae, comprende aproximadamente 

145 especies, distribuidas en Europa, Turquía, Rusia y América; muchos de los estudios 

fitoquímicos de Tallace/1I111 se han abocado al estudio de los componentes de los aceites 

esenciales, en el análisis fitoquímico del aceite esencial de flores y hojas de T. ci/icilll1l, se aisló 

una serie de compuestos, tales como: monoterpenos hidrocarbonados y sesquiterpenos 

oxigenados (lllorn:L'. 1989(1))), los aceites esenciales de esta especie demostraron propiedades 

antibactcrianas contra S. allrell.f, E. coli, P. aeruginosa, Prolells sp y Sa/mol/el/a sp, en los 
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resultados, la comparación entre las Concentraciones Mínimas Inhibitorias (MICs) y los 

antibióticos de uso común fueron favorables para el aceite esencial (Thomas, 1989(A». Para T. 

corymbosum se realizó un estudio fitoquímico similar del aceite esencial, encontrándose 

compuestos parecidos a los de T. ciliciunJ junto con otros no terpenoides (Thomas, 1989(E», pero sólo 

se reportaron propiedades anticoagulantes y antifibrinolíticas (Thomas, \989(C)). De T. argirophyllllnJ 

var argirophyllum se aislaron siete lactonas sesquiterpénicas y se demostró su actividad 

antibacteriana contra S. aureus, B. megaleriu/ll, B. sub/iIlis y E. coli (G6ren, 1990) A T. denslI/II ssp 

sivasiclI/ll se le aislaron e identificaron lactonas sesquiterpénicas con actividad antibacteriana 

contra B. ,\1/b/ilIis y Klebsiella pnell/lloniae y también se evaluó su actividad citotóxica (Goren, el al, 

1992). 

Entre las ~species reportadas por los purépecha está T. par/henill/ll que es conocida por los 

mismos como "aceitilla". A T. parfhenill/ll se le han realizado varios estudios fitoquímicos en los 

que se han encontrado Jos siguientes compuestos: en las estructuras glandulares de las hojas 

d . dI' " (Wijcscrk.,a, 1991) b' , h . I d gran es concentracIOnes e aclonas sesqUlterpenlcas , tam len se an als a o 

Crisantemina A Y B, partenólido, resinosina, germacranólidos, guayanólidos y crisantemonina 

(Romo de Vi"ar, 1970), además de tres derivados del pineno y dos enol éter polinas espiroquetales 

(Bolhmann, 1982) Con respecto a sus características terapéuticas se ha reportado para el tratamiento 

de la migraña, con acción espamolítica y una posible actividad antitrombótica (Wijemkc, .. 1991), en 

cuanto a su actividad antimicrobiana no hay estudios microbiológicos y fitoquímicos previos, 

sólo se encuentran reportes de su uso en enfermedades de origen bacteriano en diversas partes 

del mundo (Thomas, 1989(0) En México, existen reportes del uso de T. par/henill1ll como 

, d' , (Lozo" .. 1987) b' , '1' I h ' 'd'" (ü>una, 1989) espasmolítlco y Igestlvo . y tam len se utl Iza a oJa como antl Isentenco . 

De acuerdo a la información proporcionada por la OMIP, esta planta es utilizada para el 

h 
' d' (1. G. Nor!>crto. micm!>,o de l. OMIP) empac O, COrajeS y farreas . . 
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JUSTIFICACIÓN 

El estudio de las propiedades antibacterianas de la flora utilizada de manera popular para el 

tratamiento de enfermedades gastrointestinales se considera importante por los siguientes 

factores: 

-Solo una pequeña parte de los recursos vegetales utilizados en la medicina tradicional, se 

ha estudiado desde el punto de vista químico-biológico (Romo de \'i\"ar,19~5) 

-Las diferentes etnias en México continúan utilizando plantas medicinales como parte de la 

medicina tradicional para el tratamiento de este tipo de enfermedades, por lo cual es importante 

evaluar sí estas plantas presentan o no un efecto antibacteriano. 

-Otro factor importante en la búsqueda de nuevos antibióticos, es que en especial las 

enfermedades del aparato digestivo son resultado en su mayoría de procesos infecciosos «),un .. 

19~9). Las enfermedades gastrointestinales de origen bacteriano son la principal causa de 

morbilidad y mortalidad en México (I~EGI, 19R9) 

-Se requiere de estudios químicos y microbiológicos básicos de las plantas para: a) aislar e 

identificar los componentes activos y b) estudiar las propiedades toxicológicas y farmacológicas 

de estos productos naturales. 

-La resistencia desarrollada por los agentes patógenos a los antibióticos de uso terapéutico 

común, la resistencia se ha comprobado en casi todos los agentes patógenos del hombre, 

animales y plantas. En el hombre la En/all/oeba hisloly/ica y el Treponema pallidium son 

excepciones a los demás microorganismos patógenos ya que no se han descubierto cepas 

resistentes. ("umate, 1981). 
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.Por último, por la crisis económica, los recursos vegetales del país deben de ser 

estudiados para afrontar carencias y costos de medicamentos que son cada vez más dificiles de 

adquirir para los sectores de bajos recursos de la población. 
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OBJETIVOS 

1) Evaluar la actividad antimicrobiana in vi/ro de T. parthenium en contra de las 

enterobacteriaceas Escherichia coli, Sa/monella typhi, Shigella hoydii, Enterohacter 

agg/omerans y 4 cepas de la vibrionacea Vihrio cho/erae. 

2) Aislar e identificar, hasta donde sea posible, el o los principios activos presentes en T 

parthenil/IJI. 
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Figura 2.- Diagrama de flujo de la presente investigación, para mostrar la actividad 

antibacteriana y el aislamiento y elucidación del o los principios activos de T par/henil/m. 
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METODOLOGÍA 

1) Colecta 

La colecta de los ejemplares de T. par/henium se realizó en el jardín botánico del Palacio 

de Huitziméngari, en la ciudad de Pátzcuaro, Estado de Michoacán, en las coordenadas 101° 36' 

de longitud Oeste y 19°31' de latitud Norte, a una altitud de 2 100 msnm (Carla topográfica E·14-A·22, 

Cetenal, 1979), el suelo está clasificado como lavisol crómico, litosol (Carta Edafológica E·14-A-22, Detenal, 1979) 

y lecho de basalto (Carta Geológica E·14-A-22, Detenal, 1978). El clima es del tipo (W2)(W) (Koppen) que 

corresponde a templado subhúmedo con lluvias de verano y un porcentaje de precipitación 

invernal menor al 5% (Carta de Climas Guadalajara, Coordinación General de los Se;"icios Nacionales d. Estadística, Oeogratia e 

Inrormática, 1973). La identificación de los ejemplares la llevó a cabo la bióloga Edith López 

Villafranco, miembro del Herbario Izta de la UNAM Campus Iztacala. 

2) Extracción del aceite esencial 

Para la extracción del aceite esencial de T. par/henil/m fue utilizado el método de 

destilación por arrastre de vapor, a partir de tallos, hojas y flores lo más frescas posible 

(apéndice 1). 

3) Bioensayos 

Para realizar los bioensayos se utilizó la siguiente metodología: 

a) Método de difusión en agar o de Kirby-Bauer. (Ensayo cualitativo) (apéndice 1I). 

b) Método de Di lución en Caldo. (Ensayo cuantitativo) para la obtención de la 

Concentración Bactericida Media (CBM) y la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

(apéndice IlI). 

c) Curva letal: Método adicional para evaluar el efecto letal de un antimicrobiano contra un 

microorganismo dado (apéndice IV). 
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Los microorganismos utilizados en la investigación fueron las siguientes cepas de 

bacterias: Eseheriehia eoli ATCC25922, Sa/monelJa thyphi ATCC19430, ShigelJa boydii 

A TCC8700, Enterobaeter agg/omerans del cepario del Departamento de Microbiología de la 

UNAM FES Cuautitlan y las siguientes cepas de Vibrio eho/erae donadas por el proyecto de 

Conservación y Mejoramiento del Ambiente de la UNAM Campus Iztacala; V. eho/erae cc 

(aislada de un caso clínico), V. eho/erae 01 (aislada de agua contaminada), V. eho/erae CDC 

V 12 (cepa de catálogo) y V. eho/erae NO-O 1 donada por el Centro de Investigación y Estudio 

sobre la Calidad del Agua (CIECA) dependiente de la SARH. En esta investigación la cepa 

aislada de agua la nombramos 01, la de caso clínico ce, la de catálogo El Tor y la donada por el 

CIECA, NO-O l. 

4) Estudio químico 

Por razones propias de esta investigación, en cada fase del aislamiento se llevaron a cabo 

las pruebas microbiológicas de seguimiento que nos permiten separar con certeza el o los 

principios activos. Básicamente, el aislamiento de los compuestos activos consta de dos fases: la 

extracción de la planta descrita anteriormente y la separación de los componentes. 

a) Separación y aislamiento. 

Una vez evaluado el potencial antimicrobiano del aceite esencial, se separaron los 

componentes por medio de cromatografía de placa fína (cromatofolios Al de silicagel 60 con 

espesor de capa 0.2 mm) utilizando como marcadores al Borneol, Cineol y Eugenol para evaluar 

si en el aceite esencial existian estos componentes antisépticos o compuestos relacionados que 

dieran una noción de los componentes de la mezcla, con el objeto de establecer la fase móvil y la 

fase estacionaria para llevar a cabo la separación y la obtención de fracciones mediante 

cromatografía de columna. 
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El sistema usado en la separación por cromatografía en columna fue el siguiente: muestra 

de 4 mI de aceite esencial, fase móvil de Hexanos-Acetato de Etilo 9: 1 v/v; fase estacionaria 

Silica gel de malla 70-230; longitud de columna 1.5 m; diámetro de la columna 2.5 cm. 

b) Elucidación de la estructura. 

La elucidación se llevó a cabo por medio de las siguientes pruebas medición del punto de 

fusión en un aparato Fisher-Johns, obtención del espectro del ultrávioleta al visible y obtención 

del máximo de absorción en un espectrofotómetro Hewlett-Packard HP 8450A UVlVlS y 

obtención del espectro de masas de uno de los compuestos activos en un espectrómetro de masas 

Hewlett-Packard modelo 0504. 
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RESULTADOS 

1.- Estudio de campo. 

En la siguiente tabla se presenta los datos etnobotánicos de Tanacell1m parlhenillm, 

obtenidos mediante entrevistas con los miembros de la Organización de Médicos Indígenas 

Purépecha (OMIP) (Figura 3) 

Tanace/1I111 par/heniul1I (L.) Sch. Bip 
Nombre común: Santa María, Aceitilla 
Colector: J. Guillermo Avila Acevedo 
Lugar de colecta: Jardín Botánico, Palacio de Huitziméngari, Pátzcuaro, Michoacán 
Usos: Para el empacho, corajes, diarreas 
Parte usada: Hojas y tallos 
Preparación: Infusión, 30-70 g de hojas-tallos en 500 mI de HP 
Forma de uso: Infusión 
Colecta: Planta --º-erenne, floración en éQoca de lluvias, colecta de Junio a Octubre 

Figura 3.- Sumario Etnobotánico de r par/henil/m. 

2.- Bioensayo preliminar. 

De acuerdo a los antecedentes y a la información etnobotánica proporcionada por la OMIP, 

se consideró que era alta la probabilidad de que el o los principios activos se encontraran en el 

aceite esencial, por lo que se procedió a su extracción mediante la técnica por arrastre de vapor 

exhaustivo. El rendimiento fue bajo ya que de 400 g de T. par/hellilll1l se extrajeron 0.3 mI ± 20 

¡.JI de aceite esencial, lo que es un rendimiento de 0.05 %. Para poder obtener el suficiente aceite 

esencial para las fases posteriores de la investigación, se sometieron a arrastre de vapor 

aproximadamente) O Kg de T. partheniulII y se extrajo un tata) aproximado de 7 mI de aceite. 
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Se realizaron tres bioensayos con la finalidad de evaluar la actividad antibacteriana del 

aceite esencial mediante la técnica de difusión en agar. La media de los resultados se muestra en 

la Figura 4. 

Figura 4. 

EFECTO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL 

MICROORGANISMOS PROBLEMA ., •• 

[ ] E.c. S.b. Ea. S.f. Vc. 01 Vc. tor Vc. cc 

JO ¡¡I 12.3 16 10.6 12 17.6 35 .6 11.5 

20 ~¡J 14.3 17.5 12 12.6 20.6 +35 13 

30 ¡¡I 19 20 13 .3 15.6 25.6 +35 17 

e 21 20 16 19 22 25 20 

* Clave: E c. Escherichia co/i; S. b. Shigel/a boydii; E a. EI/ferobacfer agg/omeram; 

S. l. Sa/mol/ella Ophi; V c. Vibrio cho/erae, 01 agua contaminada, tor catálogo, ce, caso 

clínico. 

** halos de inhibición en mm . 

C·: control positivo: discos con 30 ¡¡g de kanamicina 

[ ) Concentración en ¡¡l/cilindro 
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Figura 5.- Gráfica de las medias aritméticas del aceite esencial 

Como se muestra en los resultados de la figura 5, los aceites esenciales poseen actividad 

antibacteriana, la cual en algunos casos fue mayor a la del control positivo, además es evidente 

que la actividad aumenta con la concentración utilizada. 

3.- Evaluación cuantitativa. 

Para la evaluación de la efectividad del aceite esencial, se procedió a realizar un bioensayo 

cuantitativo del efecto bactericida, de acuerdo al método de dilución en caldo para calcular la 

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Bactericida Media (CBM), el 

medio utilizado fue medio caldo Mueller-Hinton con un inóculo de 3 X IO~ Badml (#1 de Mc 

FarJand). Cada uno de los bioensayos se hizo por triplicado, en la figura 6 se muestran las 

medias de los mismos. 
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Figura 6. 

EV ALUACION DEL EFECTO BACTERICIDA DEL ACEITE ESENCIAL 

MICROORGANISMOS PROBLEMA 
E.e. S.h. E.a. S. l. Ve. 01 Ve.lor Ve. ce Ve. NO. 

O! 

CMI* 10.6 32 10.6 16 4 4 6.6 8 

CBM* 16 37.3 13.3 21.3 8 5.3 16 8 

* Concentraciones en 1l1/2m! 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

O 

Ec. Sb. 

DCMll 
1-------------------1 .CMI2 

Eo. S.I. 

DCMI3 

o Media 

IFigura 7.- Gráfica de las medias de la CMI del aceite esencial. 
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IFigura 8.- Gráfica de las medias de la CBM del aceite esencial. 
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4.- Curva de supervivencia o mortal. 

Para determinar el tipo de cinética de muerte que produce el aceite esencial sobre E coli, 

se procedió a realizar el bioensayo con E coli para la obtención de la curva mortal, con los datos 

del bioensayo se realizó una regresión lineal para indicar el tipo de cinética de mortalidad que se 

presenta, el gráfico representa el resultado de la curva mortal (figuras 9 y 10). 

11 

10 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

Figura 9. 
RESUL T ADOS DE LA CURVA MORTAL 

Tiempo (hr) 
To 
TI 
T2 

T3 

T4 

# de bac/ml (E. coli) 
8.5 X 109 

4.6 X 109 

25.5 X 106 

1.5 X 105 

4.5 X 104 

log # de bacterias 

Tiempo (hr) 
To 
TI 
T2 
T3 

T4 

Regresión (bac/ml) 
24 X 109 

74 X 10' 
23 X 106 

73 X 104 

23 X 103 

-",,-Reales 

--<>- Regresión 

o +-------r-----~-------+------~----~._----~r_----_V 
o 2 3 4 5 6 6.9 

Figura 10.- Gráfica de la actividad del aceite esencial por medio del método de curva letal. 
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5.- Aislamiento del principio activo. 

Para determinar el número probable de componentes del aceite esencial se realizó una 

cromatografia de placa fina en la cual se observaron 9 manchas, la figura 11 muestra los Rf de 

cada mancha (fase móvil: Hexanos-Acetato de Etilo 9: 1 v/v, fase estacionaria: sílica gel). 

Figura 11. 
RF DE LAS FRACCIONES DEL ACEITE ESENCIAL. 
Fracción Rf Rf de marcadores 

0.39 0.24 Eugenol 

2 0.48 0.40 Borneol 

3 0.52 0.47 Cineol 

4 0.57 

5 0.61 

6 0.64 

7 0.69 

8 0.92 

9 0.97 

La separación de los componentes se hizo por cromatografia en columna de la cual se 

obtuvieron 8 fracciones y a cada una de las fracciones les fue evaluada la actividad 

antimicrobiana mediante la técnica de Kirby-Bauer (Figura 12). 
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Figura 12. 

EV ALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS FRACCIONES DEL 
ACEITE ESENCIAL 

Fracción· E.e. S.b. E.a. S.I. v'e. 01 v'e. tor v'e. cc 

2· 11 9 12 13 11 

30 15 11 9 13 20 15 15 

4* 

5* 

60 

70 

8* 

(+) 21 20 16 19 22 25 20 

(-) 

Clave: (+) Control positivo: Kanamicina 30 ~g, (-) Control negativo: alcohol 30%, 0Aceite, 
*Cristales: Dosis >1< 30 ¡tglml, 0 ~I/ml. 

Como se observa en la figura 12, es evidente que la fracción con actividad antimicrobiana 

contra todas las especies y cepas de organismos es la fracción 3, aunque la actividad biológica de 

esta fracción es menor que la del control positivo, se consideró significativa. La F3 cristalizó de 

la fase móvil (Hexanos- Acetato de Etilo,9: 1 v/v) y se procedió a determinar su pureza en 

cromatografia de placa fina utilizando como eluyente Hexanos. En este caso se observaron 2 

manchas, una azul (cristales) y otra amarilla (aceite). Los cristales de la F3 se sometieron a una 

separación en cromatografia de columna. 

A las dos fracciones procedentes de la F3 se les determinó su actividad antimicrobiana 

contra todas las bacterias. La evaluación de estas dos fracciones se muestran en la siguiente 

tabla. 
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Figura 13 . 

EV ALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTmACTERlANA DE LAS FRACCIONES DE LA 
FRACCION3 

( ). Ec. S.h. Ea. S. l. v.c. 01 v.c. ce v.c. tor V. c.NO 

Cristales 13 12 16.5 17 19.5 15.5 14.5 16.5 

Aceite 

C+ 19 21 22 17 15.5 15.5 16. 15.5 

C" 

• Concentraciones: Aceite 30 111, Cristales 30 Ilg, C' Control positivo: Kanamicina 30 Ilg Y C" 
Control negativo: Alcohol al 200/0. 

6.- Elucidación de la estructura. 

La fracción activa (cristales), sublimó a temperatura ambiente, y tiene un punto de fusión 

de 180 oC, su espectro ultravioleta (en CHCI3) presentó un máximo de absorción a 295 nm como 

se observa en la figura 14. El compuesto fue sometido a análisis de espectrometría de masas, yel 

espectro obtenido se comparó con los espectros de la biblioteca integrados al equipo de gases­

masas y coincide en un 100% con el reportado para el Biciclo (2.2 .1) heptano-2-1, 1,7,7-trimetil 

(alcanfor) y también con el reportado en la bibliografia (Milis 1\1 " Rob ... on, m7), los resultados se 

encuentran en las figuras 15 y 16. 
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Bicyclú[2.2.1lheptan-2-.:.ne, 1 ,7,7-t'-¡nleth~'¡- ' (';tcn 

rRN: 3003 LSH: 6255.] MW 152 CIBH160 

CRS: 0000076222 EPA: 0000804829 I)UAL 1 t·lII X : 680 

1 tiC' 

4 

1 (tI) 

IFigura 1 S.-Espectro de masas de la fracción activa. 

.~ TOTAL 
lE . • 77 

8. :~:8 
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FRN '?Oal SF'ECH:IJr'l 2 ?~: F.:ETEtHlClt~ lU1E 8.7 
LA~:(~S: T -1: 
LA::T 4: 

95.:;:,1('(1.0 ::: 1.:: , 7:3. :~ 
15\.2, .1 1'=,2 . :;: , b.~ 

E, '?:::. 55.7 41.2.44.4 
153.3; :::.0 154.3; . 2 

F'AGE 1 y,. 1.0(1 

41) 

se 

60 

40 

20 

Figura 16.- Comparación de la información contenida en el espectrómetro de masas, con lo que 
se confirma que la fracción 3 es alcanfor. 
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Se compararon los resultados del compuesto activo procedente de la F3 con los datos del 

Index Merck para el alcanfor, cuyas características se presentan en el siguiente cuadro. 

CARACTERlSTICAS DEL ALCANFOR· 
Estructura: Cetona dextrógira CJO H6 O 

Sublima a temperatura ambiente, Punto de fusión de 179.5 oC, 

Máxima absorción UV a 292 nm 

Fuente: Cinnamomum camphora (Taiwan, Japón y sur de China) 

Acción en el Aparato digestivo: En el intestino disminuye la contractilidad de los 

músculos estriados y lisos, pero los compuestos 

solubles del alcanfor actúan en sentido contrario. 

Usos: Externamente como rubefaciente, tópico, antiséptico y resolutivo y por vía interna 

como antiséptico, carminativo, antipirético y anafrodisiaco 

*Tomado de San Martín, 1977, Tyler, 1976, Evans, 1991 y Index Merck. 
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DISCUSION 

El aceite esencial de T. par/henium presenta actividad antibacteriana y esto coincide con la 

información etnobotánica proporcionada por la OMIP, así como los estudios previos de Thomas 

(1989) con otras especies de Tanacetum. 

En la tabla de la Figura 4, la especie que mostró más susceptibilidad fue V cho/erae en dos 

de sus cepas, de las cuales la de mayor sensibilidad fue la cepa de catálogo (CDCVI2), que en 

las tres concentraciones fue superior a la del control positivo, la otra cepa sensible de V cho/erae 

fue la cepa O 1 (aislada de agua) en la concentración de 30 ¡.d de aceite esencial. Por otra parte E. 

agg/ol71eralls demostró ser la bacteria menos sensible al aceite. En los demás organismos, sólo en 

la mayor concentración de aceite se observó actividad antimicrobiana similar a la del control 

positivo. Los diferentes grados de sensibilidad presentados por las especies y cepas utilizadas 

pueden tener como origen una sensibilidad del tipo intrínseco, es decir, que es una característica 

innata compartida por la mayoría de los miembros de una especie en el espectro genético 

primigenio previo a la inte'rvención generalizada de quimioterápicos y antibióticos (Guinc)', 19S6), de 

acuerdo a lo mencionado con anterioridad, las distintas sensibilidades de las especies utilizadas 

en los bioensayos, se pueden considerar como intrínsecas con las excepciones de las cepas de V. 

cho/erae cc y 01, que al ser cepas de origen clínico, han estado expuestas a presiones 

ambientales, por lo que su menor sensibilidad al aceite esencial podría haberse desarrollado por 

mecanismos de adaptación (Guincy, 19S6) y el factor que más influye en las diferentes sensibilidades 

es el de las presiones ambientales. 

Para evaluar la efectividad del aceite esencial como antimicrobiano se deben de considerar 

los siguientes aspectos: 1) las bacterias patógenas se pueden dividir en invasoras y no invasoras, 

ya que existe una diferencia significativa en la concentración de organismos necesaria para 

iniciar la infección, 2) la CJ\lI y la CBM del aceite esencial, 3) la cantidad de aceite esencial en 

la infusión, y la forma de uso, 3) la velocidad y cuantía de la absorción en la zona de aplicación 
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4) la velocidad y cuantía de la distribución hística; 5) el ritmo de biotransformación en 

metabolitos activos o inactivos, y 6) el ritmo de excreción. De acuerdo a los factores antes 

mencionados sería difícil correlacionar el efecto que tienen los aceites esenciales in vilro e in 

vivo. Lo que se elucidó en el presente estudio fue que la infusión que utilizan los purépecha 

hecha a partir de T. Parlhenium contiene aceites esenciales y que estos a su vez contienen al 

menos un componente activo que puede inhibir el crecimiento de bacterias patógenas del tracto 

gastrointestinal, este efecto coadyuvaría junto con el sistema inmúnológico al mejoramiento de 

las personas que utilizan esta planta para el tratamiento de este tipo de infecciones, pero para 

poder afirmar lo anterior se requiere de la realización de estudios ill vivo y de farmacocinética. 

Por otra parte, aunque se demostró que el compuesto puro (alcanfor) presenta actividad 

antimicrobiana, no se puede afirmar que sólo este compuesto sea el responsable de la actividad 

biológica ya que por si sólo su actividad antimicrobiana fue menor que la del control positivo 

(kanamicina) (figura 12), por lo que es posible suponer que la mezcla de compuestos presentes 

en el aceite esencial puede producir fenómenos de sinergía positiva o negativa. En cuanto a los 

valores de concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida media (CBM) de los aceites 

esenciales (figuras 7 y 8) se puede observar que en la mayoría de los casos están muy cercanos 

unos a otros para cada especie bacteriana (a excepción de V Cholerae ce cuya CBM es el doble 

de concentración de la CMI), esto quiere decir que la cantidad de aceite necesario para inhibir y 

para matar está muy cercana. En la curva letal de acuerdo a la definición de muerte de un 

organismo que dice: La inactivación o muerte de un microorganismo viene dada por su 

incapacidad para dar origen a un nuevo ser; este efecto es el resultado de una serie de reacciones 

químicas. Las curvas nombradas de impacto múltiple son como la curva del presente estudio, 

estas curvas se inclinan cerca de su origen, antes de adoptar una dirección lineal, ya que antes de 

que se produzca la inactivación es necesario que se acumulen varios cambios (impactos) en una 

especie determinada. El número de impactos se determina extrapolando la parte recta de la curva 

y la ordenada al origen determina el número de impactos en unidades logarítmicas (Davi,. 19~2). De 
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acuerdo a lo anterior y realizando una regresión lineal para poder llevar a cabo una 

extrapolación, el número de impactos que necesita el aceite esencial para inactivar a E. coli es de 

3. 

Al realizar la comparación de los resultados de las pruebas químicas con los datos 

contenidos en el Index Merck para el alcanfor, se puede observar que la fracción activa presenta 

sublimación a temperatura ambiente al igual que el alcanfor, con respecto al punto de fusión la 

diferencia existente de 0.5 cC entre el resultado de laboratorio y el reportado en la bibliografía se 

debe a que el equipo donde se llevaron a cabo las pruebas no tiene la precisión para medir hasta 

0.5 oC y por último la diferencia en la absorción UVes posiblemente causada por alguna 

impureza ya que la fracción se obtuvo de un extracto de origen vegetal y es de extrema difícultad 

lograr durante el proceso de purificación un compuesto con un grado de pureza del 100%. 

La fracción activa también fue sometida a espectrometría de masas, que junto con las 

demás pruebas permitió elucidar que el principio activo es el Biciclo (2.2.1) heptano-2-1, 1,7,7-

trimetil (alcanfor). 
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CONCLUSIONES 

o Hay actividad antibacteriana de T. par/henil/m en el aceite esencial obtenido a partir de 

tallos, hojas y flores. 

o El aceite esencial de T. par/henil/m demostró actividad antibacteriana contra cada una 

de las especies con las que fue evaluado. 

o Uno de los principios activos presente en el aceite esencial de T. par/henium es el 

alcanfor. 

o El alcanfor es menos activo que el control positivo utilizado. 

o El aceite esencial de T. par,henilllll es más eficiente que el alcanfor sólo, por lo que se 

sugiere continuar con el estudio en el supuesto de que podría existir sinergia de varios 

componentes, lo que explicaría la eficacia del aceite esencial como antimicrobiano. 
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APENDlCES 

I.- Destilación por arrastre de vapor. 

El sistema utiliza varias unidades de laboratorio con las cuales se hace la destilación 

aprovechando la volatilidad del aceite esencial; por su bajo rendimiento se sometieron a arrastre 

de vapor aproximadamente 10 kg de hojas y tallos, cada vez se destilaron 500 g por 

aproximadamente 8 horas cada vez en un aparato como el del figura 17, al final del tubo de 

colecta el aceite y el agua se separan en sus fases respectivas, (Domingucz, 1973). 

Figura 17.- Esquema de un aparato de destilación por arrastre de vapor. 
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II.- Método de difusión en agar o de Kirby Bauer. 

El método de difusión en agar se ha estandarizado con agar Mueller-Hinton. El medio 

recién preparado se vierte en placas de Petri sobre una superficie horizontal uniforme para 

alcanzar una profundidad aproximada de 4 mm; esto requiere aproximadamente de 25 a 30 mI 

en placas de 100 mm de 0. Después de dejar enfriar el medio a temperatura ambiente, debe 

guardarse en refrigeración (de 2 a 8 oC). Inmediatamente antes de usarlas, las placas deben 

colocarse en una incubadora (35 oC) con las tapas entreabiertas, hasta que el exceso de humedad 

superficial en el medio de cultivo se evapore (generalmente de lOa 20 minutos). 

Inoculación de las placas: Método estándar, con una aguja o asa de inocular se toca cada 

una de cuatro o cinco colonias de una placa de crecimiento de la cepa a utilizar bien aisladas del 

mismo tipo morf01ógico y se inoculan en 4 a 5 mI de medio caldo. Los cultivos de caldo se dejan 

incubar a 35 oC hasta que aparece una turbidez ligera (generalmente de 2 a 5 horas). La turbidez 

de cultivos de caldo en crecimiento activo se ajusta entonces con solución fisiológica o caldo 

para obtener una turbidez visualmente comparable al estándar de Mc Farland. Cuando el tiempo 

no permite desarrollar un cultivo de caldo turbio, pueden suspenderse directamente en un 

pequeño volumen de solución salina colonias aisladas de una placa de 18 horas, la solución 

salina con los microorganismos se diluye hasta que la turbidez sea igual al estándar #1 de Mc 

Farland, el cual se prepara con 0.5 mI de solución de BaCl2'H2 O al 1.175% más 99.5 mI de H2 

S04 al 1%, que es equivalente a 3 X 10X bacterias/mI. 

15 minutos después de inocular, son aplicados con pinzas estériles, cilindros USP sobre la 

superficie de las placas inoculadas en cuyo interior se van a vaciar las diferentes concentraciones 

del antimicrobiano. Los cilindros deben colocarse suavemente sobre el agar con una pinza para 

asegurar la difusión total del antimicrobiano en la superficie. La disposición espacial de los 

cilindros debe ser tal que no estén a menos de 15 mm de los bordes de la placa y lo bastante 

separados entre si para impedir la superposición de las zonas de inhibición. Generalmente esto 
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limita el número de cilindros que pueden colocarse de 12 a 13 sobre una placa de 150 mm y sólo 

4 Ó 5 en una de 100 mm. A los 15 minutos de aplicar los cilindros las placas se colocan en una 

incubadora a 35 oC. Cualquier demora mayor antes de la incubación permite excesiva difusión 

previa del antimicrobiano. 

Después de 16 a 18 horas de incubación, las placas se examinan, se miden los diámetros de 

las zonas de inhibición total en mm (Ban)", 1987). Cuando fueron evaluadas las fracciones insolubles 

en agua, se utilizó como solvente etanol al 20 o al 30 % para disolver los compuestos o aceites y 

estas mismas soluciones se usaron como controles negativos. 

Para encontrar el control positivo adecuado se hizo un antibiograma con discos de 5 mm 

para gram negativas (marca Bigaux) con los si,guientes antibióticos; Ampicilina 10 ¡.Ig, 

Cefalotina 30 ~lg, Cloranfenicol 30 ¡.Ig, Acido Nalidíxico 30 ¡.Ig, Carbenicilina 1 00 ~lg, 

Nitrofurantoina 300 ¡.Ig, Gentamicina 10 ¡.Ig, Cefotaxina 30 ¡.Ig, Amikacina 30 ¡.Ig, Tetracic\ina 

30 ~lg, Trimetroprim Sulfametoxazol 30 ~lg Y Kanamicina 30 ¡.Ig Y fue esta última la que 

presento la mejor actividad en relación a los demás antibióticos, de acuerdo con las tablas sobre 

resistencia a antibióticos propuesta por la Sociedad Americana de Microbiología (Barry & Thomsberry 

19X7) 
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I1I.- Método de dilución en caldo. 

La solución antimicrobiana de trabajo se prepara diluyendo la droga en caldo de Mueller­

Hinton a la mayor concentración deseada. La prueba se realiza en tubos de ensaye de 13 X 100 

mm con tapa de rosca o con tapones de algodón. Se colocan 2 mI de solución de trabajo de la 

droga en una serie de diluciones. En cada uno de los tubos restantes se añade 1 mI de caldo 

Mueller-Hinton. Inoculación e incubación de los tubos. Se prepara un inóculo que contenga 108 

UFC/ml ajustando la turbidez a un caldo de cultivo estándar de turbidez (estándar #1 de Mc 

Farland) y diluyendo luego a 1 :200 en caldo. Añadir a cada tubo 1 mI del inóculo ajustado. 

Incubar a 35 oC durante 16 a 20 horas. 

Interpretación de resultados: La menor concentración de antimicrobiano que produce una 

inhibición completa del desarrollo visible, representa la MIC, en la c0ncentración en donde no se 

encuentren unidades formadoras de colonias, se consideró como la CBM, una turbidez muy 

ligera o un pequeño botón de desarrollo posible generalmente no se consideran evidencia de que 

la droga ha sido capaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentración (Jonc •. 1987). 
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Figura 18,- Diagrama del método de dilución en caldo (Finegold y &wn. \9~9) 
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IV.- Método de la curva letal. 

La prueba de la curva letal se efectúa en tubos de vidrio, cada uno con 10 mI de medio 

caldo (caldo MH) y la concentración elegida del antimicrobiano a ensayar. 

Para un proceso de 12 horas, con conteo de organismos sobrevivientes cada hora, la 

metodología es la siguiente: 

1.- Preparar y rotular por lo menos un tubo con antibiótico para cada muestreo. 

2 .- Utilizar un tubo sin antibiótico como control de desarrollo. 

3 .- Preparar el ¡nóculo con una concentración de 3 X \08 baclml (#1 de Mc Farland). 

4.-Las inoculaciones y diluciones para cad:- muestreo son de la siguiente forma : se toma 

0.1 mI del problema y se diluyen con 9.9 mI de Solución Salina Fisiológica (SSF), se agita y se 

toma 0.1 mI de esta solución y se diluyen en 9.9 mI de SSF y se repite el proceso. 

S.-Se toman 3 mI de cada dilución y se preparan 3 placas en agar nutritivo cada una con I 

mI de dilución . El número de colonias es igual a número de células X ID' . El proceso anterior es 

para cada muestreo. 

6.-Representar el recuento de células en papel semilogarítmico (Barry & Thom,bcr1)", 1987). 
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