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Resumen 

En el Valle de Tehuacán, Puebla la especie P. /aevigata es uno de los 
componentes principales de la vegetación, ésta al igual que otras especies del 
género, son de gran importancia ecológica ya que participan en la regeneración de 
suelos, la retención de agua y en relaciones de nodrizaje. Además, algunas 
especies del género son utilizadas para el tratamiento de enfermedades de 
probable origen infeccioso. Estas actividades biológicas no han sido reportadas. 

Los estudios químicos del género Prosopis son escasos, los cuales se han 
enfocado principalmente a los alcaloides que contienen las hojas y las vainas. 
También se ha determinado el patrón de flavonoides con fines quimiotaxonómicos, 
sin embargo, no hay estudios fitoquímicos en Prosopis /aevigata, por lo que los 
objetivos de este trabajo fueron: aislar e identificar los principales metabolitos 
secundarios y evaluar la probable actividad antibacteriana de esta especie. 

Los metabolitos secundarios se aislaron mediante técnicas cromatográficas. 
Posteriormente se realizaron los estudios espectroscópicos (IR, RMN 1 H, RMN13C 
y espectrometria de masas) necesarios para elucidar las estructuras. 
Paralelamente, a los extractos se les evaluó cualitativamente la actividad 
antibacteriana, mediante la técnica de difusión en agar. Además, se determinó la 
concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración bactericida mínima 
(CBM) de cada extracto activo, mediante la técnica de dilución en caldo. 

Los análisis efectuados mostraron que las hojas de P. /aevigata contienen pinito!, 
sales de potasio, sacarosa, ácido (-) trans-4-hidroxipipecólico, ceras y glucósido 
de sitosterol. La actividad antibacteriana se detectó en las hojas, y los extractos 
activos fueron los polares. La CMI en bacterias Gram positivas se encuentra entre 
el intervalo de 10-40 µg/ml y la CBM entre 20-80 µg/ml. En las bacterias Gram 
negativas, la CMI se encuentra entre 1-200 µg/rnl y la CBM entre 1-500 µg/rnl. Los 
compuestos activos no se pudieron identificar debido a su baja concentración (sólo 
se obtuvieron trazas), son lábiles y es probable que existan fenómenos de sinergia 
que provoquen la actividad antibacteriana de los extractos polares. 

XI 
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1. Introducción 

El Valle de Zapotitlán se encuentra al sureste del estado de Puebla y zonas 

adyacentes al noreste de Oaxaca, perteneciendo a la Provincia Fitogeográfica de 

Tehuacán-Cuicatlán. El Valle de Zapotitlán se considera como una región 

semiárida. El clima seco que prevalece en la zona está determinado, en gran 

parte, por la influencia de la Sierra Zongolica que detiene los vientos húmedos 

provenientes del Golfo de México, formando una sombra de lluvia sobre el Valle 

(Rzedowski, 1979). 

La vegetación del Valle de Zapotitlán es característica de las zonas semiáridas 

representada principalmente por matorrales y selva baja caducifolia. Una de las 

especies dominantes en la región es la especie Prosopis laevigata, la cual 

comúnmente es conocida como mezquite. 

Los mezquites constituyen parte importante de la flora nacional, alcanzando el 

carácter· pr~dorninante en ciertas regiones. Tienen una amplia distribución en 

México, - p~e'~ ';'se . les puede encontrar cerca del 

superiores ~~·16~'2ó0ifrnsnm. (Villanueva, 1993). 

nivel del mar, hasta altitudes 

El mezquite;~~·:~•¡·~:; Jn recurso biótico útil para los habitantes de las zonas áridas 

y semiárida·;;; d~-- México. Sin embargo, no ha recibido la importancia que merece 

como álteínai:iva ele 
0

desarrollo económico y de su papel ecológico (Galindo y 

García, .19S6)~ --

El mezquite 'es el género más ampliamente usado para preparar una variedad de 

alimentos no convencionales en las zonas áridas de México. Con base en él, se 

elaboran diversos productos como la miel, piloncillo, pinole y harina (Villanueva, 

1993). 

r ... 
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El fruto y las flores del mezquite son de gran importancia como forraje. Igualmente 

lo es su vaina (fruto), la cual es muy apreciada por la gente para alimentar a todo 

tipo de ganado (Thomson, 1980; Ramirez, 1995). En lo referente al 

aprovechamiento forestal, la madera del mezquite se considera de buena calidad y 

de alto valor comercial. Esta leña se recolecta para el autoconsumo, para la 

elaboración de carbón, muebles, artesanías, etc. (Galindo y Garcia, 1986). 

Se ha reportado el uso medicinal del mezquite en el altiplano potosino en las 

décadas de 1960 y 1970, donde los extractos acuosos y alcohólicos mostraron 

una marcada actividad antimicrobiana (Langford, 1969). En los estados de Sinaloa 

y Zacatecas la especie Prosopis juliflora se emplea en el combate de la disentería, 

inflamación de ojos y dolor de estómago (Aguilar et al., 1994). En Puebla, el 

mezquite se utiliza para combatir la inflamación de la garganta, las infecciones de 

las vías respiratorias, la inflamación de ojos, la disentería y como purgante. 

(Espejel, 1980). También se emplea la goma excretada por el mezquite para 

combatir enfermedades de la faringe y afianzar los dientes (Gómez Lorence et al., 

1970). 

Los estudios fitoquímicos del mezquite son muy pocos, dentro de los cuales 

encontramos el realizado por Mears y Mabry en 1971, en donde hacen una 

revisión de alcaloides en leguminosas y reportan la presencia de triptamina en P. 

juliflora y N-metil tiramina y prosopina en P. glandulosa. 

Bragg en 1978, realizó un estudio del patrón de flavonoides en el complejo P. 

juliflora, el cual comprende a las especies: P. glandulosa var. glandulosa, P. 

glandulosa var. glandulosa x P. laevigata, P. glandulosa var. torreyana, P. 

laevigata, P. velutina, P. arliculata y P. juliflora. Este autor encontró 21 

flavonoides, algunos de los cuales se encontraban glucosilados. Estos 

compuestos presentan similitud en todas las especies estudiadas. 
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Los alcaloides julifloricina (Aqeel et al., 1989) y juliforina (Khurseed et al., 1986), 

aislados de Prosopis juliflora mostraron actividad antimicrobiana sobre bacterias 

Gram positivas y sobre hongos dermatófitos. Además, estos fueron sometidos a 

la prueba de Ames donde se encontró que no son compuestos mutagénicos. 

El ácido oleanólico aislado de hojas y ramas de Prosopis gandulosa fue 

identificado como agente anti-VIH-1, en cultivos celulares (Kashiwada et al., 1998). 

El patrón de flavonoides de la especie P. laevigata es el único estudio químico que 

se le ha realizado, solo con fines taxonómicos, por lo que el propósito de este 

trabajo fue aislar e identificar los principales metabolitos secundarios y comprobar 

las propiedades medicinales que se le atribuyen, evaluando la actividad 

antibacteriana de la planta. 
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2. Antecedentes 

2.1. Género Prosopis 

El género Prosopis pertenece a la familia Leguminoseae y comprende 44 especies 

distribuidas en el norte, centro y sur de América, Asia y África. Se puede encontrar 

en paises con climas que van desde los secos hasta los tropicales. En América, el 

principal centro de diversidad del género es Argentina, donde se encuentran 27 

especies, de las cuales 14 son endémicas. El género se encuentra desde 

Sudamérica hasta el suroeste de Estados Unidos (Figura1) (Rzedowski, 1988; 

Lamarque, 1998; Vázquez-Yáñez et al., 1999). A las especies de mezquite, se les 

puede encontrar desde cerca del nivel del mar hasta altitudes de 2000 msnm, 

aunque generalmente habitan regiones semiáridas y áridas (Espeje!, 1980; 

Villanueva, 1993). 

En México, el género Prosopis se distribuye desde el estado de Sonora hasta el 

de Oaxaca, pasando por todos los estados del centro, este y oeste (Red 

Latinoamericana de Cooperación Técnica en Sistemas Agroforestales, 1997). A 

las especies de Prosopis se les conoce con el nombre común de mezquite, el cual 

se.deriva del náhuatl "mizquitl", que significa corteza utilizada para curtir (Vázquez­

Yañez et al., 1999). 

Los mezquites constituyen parte importante de la flora nacional, cubriendo una 

superficil:! aprÓximada de 4,092, 178 hectáreas, en diecisiete estados de la 

República.· En ciertas regiones (donde existen suelos profundos), los mezquites 

son ·el elemento predominante de la vegetación 

(Cavazos,.www.inifap.conacyt.mx/progs_a/ forestal/prog_mezquite.html). 
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En México, el complejo mezquite comprende las siguientes especies autóctonas: 

P. palmed P. reptans var. cineroscens, P. pubescens, P. articulata, P. laevigata, 

P. tamaulipana, P. velutina, P. juliflora, P. glandulosa var. tipica, y P. glandulosa 

var. torreyana (Rzedowski, 1988). 

P. laevigata, es el mezquite típico del centro de México. Se distribuye desde el 

estadO de Sonora hasta el de Oaxaca, se puede encontrar principalmente entre 

los. 1 800 y 1900 msnm. Se presenta en forma de árboles con alturas de 6 a 7 m, 

así como en forma arbustiva de 2 a 3 m. De su madera se fabrican puertas, 

muebles y carretas, se emplea también como combustible y sus frutos se usan 

como forraje para ganado (Espejel, 1980; Cantú, 1991). 

Figura 1. Distribución geográfica de Pmsopis en América (Rzedowski, 1 ¡88). -;:;.;-.·: 

'.' 
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2.1.1. Utilización del mezquite como alimento 

El mezquite se emplea para el consumo humano como fruta fresca y se elaboran 

diversos productos como la miel, piloncillo, pinole y harina para dulces, galletas y 

panes (Villanueva, 1993) 

En el estado de Guanajuato se preparan bebidas a base de un cocimiento de las 

vainas de mezquite, las cuales una vez cocidas se les exprime la savia y se les 

agrega agua. Esta bebida puede tomarse fría y se le denomina agua de mezquite, 

o también se puede combinar con atole de masa llamándose mezquiatole (Gómez 

Lorence et al., 1970; Vázquez-Yáñez et al., 1999). 

El mesocarpo de las semillas contiene 13.36°/o de azúcares, principalmente 

sacarosa (Galindo y García, 1986). El interior de la semilla contiene de 2.5 a 6.6% 

de lipidos con una alta proporción de ácido linoleico. En lo referente a proteínas se 

reporta un rango de 29.2 a 69.8% y de cenizas de 3. 1 a 4.6o/o (Lamarque y 

Guzmán, 1997). 

La vaina se consume como fruta fresca (Figura 2), o en su propio almíbar. Si se 

muele el mesocarpo de la vaina se obtiene pinole o harina, con el que se elaboran 

queso, piloncillo y atole. Este último también se puede preparar a partir de los 

frutos secos hervidos con agua. La harina es considerada un buen componente 

alimenticio por su valor nutritivo y su sabor dulce, aunque es deficiente en 

metíonína y. cisteína, (Galindo y García, 1986; Villanueva, 1993). Además, del 

néctar de las flores se produce miel de muy buena calidad. 

El tronco del mezquite secreta dos tipos de gomas. Una que exuda del centro, la 

cual es liquida de color negro o pardo y sale espontáneamente, dando a la 

corteza un aspecto de madera carbonizada (Espejel, 1980). La otra es una 
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goma ambarina de consistencia suave y sabor dulce, cuyas propiedades físicas Y 

químicas son parecidas a las de la goma arábiga, que se obtiene de Acacia 

senegal (Chur-ms et al., 1981; Barajas-Aceves y Dendooven, 2001). 

Figura 2. Vainas del mezquite Prosopis /aevigata. 

Las diferencias entre la goma del mezquite y la goma arábiga radican en la 

composición de carbohidratos. La goma de P. juliffora es una sal neutra de un 

polisacárido ácido altamente ramificado, constituido por L-arabinosa, O-galactosa, 

ácido 4-0-metil-D-glucorónico y L-ramnosa, en relación molar 2:4:1. En contraste, 

en la goma arábiga el ácido D-glucorónico no está metilado y la relación molar es 

4:2:1:1 (Monroy, 1988). También se ha determinado que la goma de Prosopis 

tiene otros azúcares, dentro de los cuales se encuentra principalmente el 

arabinogalactano, ramnosa, xilosa, fucosa y ácidos galacturónicos (Espeje!, 1980; 

Harborne y Baxter, 1993). 

La composición de aminoácidos se determinó en la goma secretada por las 

siguientes especies: Prosopis alba, Prosopis torreyana, Prosopis chilensis, 

Prosopis glandulosa, Prosopis laevigata y Prosopis velutina. Encontrando 

proporciones altas de hidroxiprolina, prolina y serina (62.5%) en todas las especies 

(Anderson et al., 1985). 

r----- -- . f '""¡-· ~-
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La goma del mezquite puede sustituir de forma exitosa el uso de la goma arábiga 

en la elaboración de emulsiones, ya que son más estables que las elaboradas con 

la goma arábiga. También se pueden elaborar microcápsulas de aceite por el 

método de conservación compleja. Estas microcápsulas se emplean en la 

producción de alimentos, puesto que evitan la oxidación de aceites comestibles. 

Otra ventaja del uso de la goma del mezquite es que en la elaboración de 

emulsiones concentradas, la cantidad de goma de mezquite necesaria es menor a 

la empleada con la goma arábiga. Además, se considera que en el mezquite 

existe la capacidad potencial para satisfacer los requerimientos del mercado 

nacional (Goycoolea, 1997). 

2.1.2. Uso forrajero del mezquite 

El fruto y las flores del mezquite (Figura 3) son de gran importancia como forraje al 

igual que la vaina (fruto) que es muy apreciada por la gente para alimentar todo 

tipo de ganado (Thomson, 1980; Ramirez, 1995). Esta vaina se almacena para 

usarla durante los periodos de sequía, sin embargo, la ingesta de las vainas 

enteras conduce a un subaprovechamiento del contenido proteínico de la semilla, 

puesto que la mayor parte de estas pasan por el tracto digestivo de los animales 

sin ser aprovechadas. Por tanto es recomendable molerlas para formar harina y de 

esta forma pueda ser aprovechada más eficazmente por el ganado (Gómez 

Lorence et al., 1970; Galindo y García, 1986; Villanueva, 1993). 

Otro factor que puede conllevar al subaprovechamiento de los nutrientes de las 

hojas del mezquite son los taninos que se encontraron presentes en las hojas de 

Prosopis cineraria. Este tipo de compuestos tienen un efecto inhibidor sobre la 

celulasa de rumiantes (Kumar et al., 1992). Debido a lo anterior, la digestión de las 

hojas de mezquite no puede realizarse de forma adecuada. 

8 I
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Figura 3. Vainas y hojas de Prosopisjutinom var glandulosa. 

2.1.3. Uso forestal del mezquite 

Las formas de aprovechamiento forestal del mezquite son muchas, sin embargo, 

han sido continuas e irracionales por lo que las zonas de los mezquitales han 

disminuido considerablemente. Además, en algunas zonas se consideran a los 

mezquitales como malezas, debido a que compiten con las especies forrajeras, lo 

que ha causado su tala inmoderada. 

La disminución de las zonas de mezquitales es notable. La SEMARNAP realizó un 

estudio para determinar la tasa de deforestación estimada para los diferentes tipos 

de vegetación. Se consideraron los cambios en la cobertura de la vegetación 

durante el periodo de 1973 a 1996. Se encontró que los mezquitales tienen una 

tasa de deforestación del 1. 1 º/o. Lo anterior implica que se ha perdido el 1. 1 °/c, de 

este tipo de vegetación de forma anual. Esto coloca a los mezquitales entre los 

seis tipos de vegetación que se encuentran en mayor riego en el país (Arriaga, 

SEMARNAP). 

La leña del mezquite es muy apreciada por su calidad y valor comercial. Esta leña 

se recolecta para el autoconsumo, para la elaboración de carbón, muebles, 

. - . ------ - ·-··-- ---. 
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puertas y ventanas, además se emplea para elaborar postes y durmientes 

(Galindo y García, 1986; Cavazos, www. 

inifap.conacyt.mx/progs_a/forestal/prog_mezquite.html). 

2.1.4. Importancia ecológica del mezquite 

El mezquite es un elemento dominante en muchas zonas áridas y semiáridas de 

México y se localiza principalmente en suelos de aluvión (suelos profundos). Los 

mezquitales sirven como hábitat y alimento para una amplia gama de mamíferos, 

aves e insectos. Además, por su capacidad de retención de suelos, las especies 

de mezquites se recomiendan 

incrementan la mineralización 

para regenerar suelos degradados ya que 

de carbono y nitrógeno (Barajas-Aceves y 

Dendooven, 2001). También se ha encontrado que el suelo que se encuentra 

debajo de la copa del mezquite, acumula materia orgánica, la cual favorece el 

establecimiento de microorganismos y los nutrientes necesarios para la vegetación 

pionera (Reyes-Reyes et al., 2001). También se sabe que los mezquitales 

previenen la erosión de los suelos, protegen las cuencas hidrográficas y son 

elementos susceptibles al manejo integral de las regiones áridas (Gómez Lorence 

et al., 1970). 

Los mezquites son resistentes a la sequía y pueden crecer en suelos pobres, ya 

que soportan suelos salinos (3.2o/o de NaCI) y suelos alcalinos. En lugares que 

tienen suelos alcalinos los mezquites se han empleado para reforestarlos, ya que 

disminuyen el pH. Los mezquites también son tolerantes al estrés hídrico y a 

temperaturas altas. En contraste, algur:ias especies de mezquites son 

susceptibles a las heladas (Vázquez-Yañez et al., 1999). 

1'H'0C: ('1~¡1\-i---. 
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2.1.5. Usos del mezquite en la medicina tradicional 

Los extractos acuosos y alcohólicos fueron usados por los habitantes del altiplano 

Potosino en las décadas de 1960 y 1970 como elementos antimicrobianos. Sin 

embargo, no mencionan la parte de la planta empleada, ni la forma de uso. 

(Langford, 1969). En Sinaloa y Zacatecas la resina en cocimiento de Prosopis 

juliflora se emplea para el combate a la disentería, la inflamación de ojos y el dolor 

de estómago (Aguilar et al., 1994). También se reporta útil para curar las 

enfermedades de la garganta y las infecciones de los ojos. Las flores en cocción y 

la corteza de la raíz se utilizan como vomitivo y purgante (Vazquez-Yáñez et 

al., 1999) 

En el Valle del Mezquital la goma excretada por el mezquite es colectada y 

utilizada para combatir enfermedades de la faringe y para afianzar los dientes 

(Gómez Lorence et al., 1970). Además, se emplea para combatir la inflamación de 

la garganta, las infecciones de las vías respiratorias, la inflamación de ojos, contra 

la disentería y como purgante (Espeje!, 1980). 

2.1.6. Antecedentes fitoquímicos y actividad biológica del género 

Prosopis 

En un estudio sobre la distribución de alcanos en el aceite de las semillas de 

leguminosas y dentro de las cuales se encontraban siete especies de Prosopis de 

diferentes localidades (P.alba, P. nigra, P. ferox, P. caldenia, P. kuntzei, P. 

flexuosa y P. argentina), se encontró que la mayoría de las especies tienen el 

33°/o de n-hexadecano y 26°/o de n-octadecano. No se encontró variación con 

respecto al patrón de alcanos entre las diferentes especies de Prosopis 

(Lamarque, 1998). 
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En 1971 Mears y Mabry, hacen una revisión de alcaloides de leguminosas y 

reportan la presencia de triptamina (1), tiramina (2), 5-hidroxitriptamina (3), en P. 

juliflora y N-metil tiramina (4) y prosopina (5) en P. glandulosa. En P. nigra (Moro y 

Coussio, 1975) encontraron eleagenina. En general las hojas jóvenes tienen 

aproximadamente 1.8º/o de alcaloides los cuales disminuyen con la maduración de 

las hojas. 

~NH2 

I 
H 

Triptamina (1) 

/CH3 

H-N 1 HO 

H. 

9 N-metil tiramina (4) 
HO 

.. )'--.;-:.'" 

R 

HO~NH 

I 
H 

Tiramina (2) 5-Hidroxitriptamina (3) 

Prosopina (5) 

CH3 

Los alcaloides júlifloriclna•Ú6) ·. (Aqeel et al, 1989) y juliforina (7) (Khurseed et al, 

1986), aislad~ii, d;;;'}kf;;i{;;¡,';~Jiiifn~iá mostraron actividad antimicrobiana, siendo la 

concerítrac:ióri·'n'.ifr;-j~i,¡_¡rifÍibitoria<(CMI) de 1 µg/ml, en las cepas Staphylococcus 

aureus, s.· ,j'¡;j¿/¿;:,;i¡dis, · S. citreus, Streptococcus pyogenes y Sarcina lutea. En 
_,, ' - ~-- - _- - : 

contraste en las ·cepas S. feca/is, S. pneurnoniaes, S. lactis, Corynebacterium 

diphtheriae, C. hofrnanni y Bacillus subtilis, la CMI fue de 5 µg/ml. Estos alcaloides 

no mostraron actividad contra las cepas Salrnonel/a, Shigel/a, Klebsiella, Proteus, 
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Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas, Vibrio, Gandida y contra los virus 

Herpes simplex 1 y Newcastle. En lo referente a la actividad sobre hongos 

dermatofitos, (Harbone y Baxter, 1993) determinaron que la CMI fue de 1.5 µg/ml 

en varias cepas de Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton. Además estos 

alcaloides fueron sometidos a la prueba Ames, cuyos resultados mostraron que no 

son compuestos mutagénicos. 

HO H 

Julifloricina (6) Juliforina (7) 

En las especies estudiadas de Prosopis los alcaloides constituyen un pequeño 

subgru_po. de tipo lipídico, los cuales tienen el esqueleto 2,6-disustituidos-3-

piperidiriol. Estos compuestos han sido aislados de las hojas y de las vainas de 

varias especies de Prosopis y se ha determinado que poseen propiedades 

antibióticas y anestésicas (Koulocheri y Haroutonians, 1999). También se han 

realizado ensayos de unión de los alcaloides al ADN mediante técnicas de HPLC, 

lo-s cuales mostraron una buena capacidad de retención en la elución del DNA, por 

lo que se les podría considerar como buenos antitumorales (Tapia et al., 2000). 

El ácido oleanólico (8) aislado de hojas y ramas de Prosopis glandulosa fue 

identificado en cultivos celulares como agente anti-VIH-1 (Kashiwada et al., 1998). 

Bragg _-¡;t; al., en 1978, realizó un estudio sistemático de los patrones de 

flavono_Í~es en el complejo Prosopis juliflora, el cual comprende a las especies 

Prosopis.gÍanduiosa var. glandulosa, P. glandulosa var. glandulosa x P. laevigata, 

Prosopis glandulosa var. torreyana, P. laevigata, P. velutina, P. articulata y P. 
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julif/ora. En este estudio encontró que no hay diferencias en la química de 

flavonoides dentro de las especies que forman el complejo P. julifllora. 

o 

HO 
Ácido oleanólico (8) 

En las vainas de P. juliflora se han aislado glucósidos del ácido elágico, los cuales 

contienen ramnosa en el.C1 ,y glucosa en el C4 (Malhotra y Misra, 1981a, 1981b). 

De la corteza .·í:;e;· ai~ló'{el glucósido del 3-metiléter kaempferol, y retusina 

(Vajpeyinee y Misra;'.19a1 ). 

El principal constituyente de la goma de Prosopis flexuosa es la catequina (73o/o), 

la cual posee un efecto protector contra la lipidoperoxidación de las membranas 

celulares. Además, la goma de esta especie también contiene ácido gálico y ácido 

elágico (Tapia et al., 2000). 

2.2. Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M.C. Johnston 

2.2.1. Zapotitlán Salinas 

El Valle de Zapotitlán se encuentra al sureste del estado de Puebla y zonas 

adyacentes al noroeste de Oaxaca. Es considerado como una región semiárida y 

la condición de sequía que prevalece en la región es consecuencia del efecto de 

sombra de lluvia, ya que la Sierra Madre Oriental forma una barrera que dificulta el 
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paso de los vientos húmedos provenientes del Golfo de México. Además, por su 

ubicación dentro del trópico seco mexicano, el Valle presenta un clima seco, con 

lluvias en verano donde la precipitación es más estacional y predecible a 

diferencia de los desiertos del norte de México. La fórmula climática reportada 

para la estación meteorológica Zapotitlán-Salinas es Bsohw(e} gw", de acuerdo 

con la clasificación de Kopen modificada por García (Barrera, 2001). 

Los suelos del Valle son someros, pedregosos, halomórficos, con diferentes 

estados de alcalinidad y salinidad, entre los que destacan por su importancia los 

litosoles, cambiosoles cálcicos y xerosoles cálcicos. Además, en los sitios donde 

se acumula el aluvión, predominan las rendzinas y en segundo plano el vertisol 

pélico y el regosol calcárico. Hacia el oeste del Valle predominan el regosol eútrico 

(Barrera, 2001 }. 

Las zonas de suelos aluviales profundos, localizados a lo largo del Rio Salado 

mantienen un tipo de bosque espinoso peren.nifolio (también llamado mezquital}, el 

cual está dominado por árboles de P. laevigata (García, 2001 }. 

La zona del Valle de Zapotitlán Salinas fue decretada Area Natural Protegida 

sujeta a conservación ecológica de acuerdo a la publicación del Diario Oficial de la 

Federación de diciembre de 1995. Asimismo en septiembre de 1998 el Valle de 

Tehuacán-Cuicatlán, donde queda incluido el Valle de Zapotitlán Salinas fue 

decretado reserva de la biósfera. Estos decretos evidencian la importancia de 

estudios que permitan tanto la conservación de la diversidad biológica, así como 

el aprovechamiento integral de los recursos de la zona. 

En Zapotitlán, Prosopis /aevigata se emplea principalmente como forraje y 

combustible (Paredes, 2001 }. También se utiliza contra el malestar producido por 

la ingesta excesiva del alcohol, para ello se hierve un trozo de corteza, junto con 

una o dos plantas de paztle (Tillandsia recurvata} (Ramírez, 1995). 
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2.2.2. Descripción morfológica de la especie 

P. laevigata (Tabla 1 ), es un árbol hasta de 13 m de altura. Su tronco por lo 

general mide de 30 a 60 cm de diámetro. Su corteza es gruesa, de color café 

negruzco, algo fisurada. La copa es más ancha que alta, las ramas son glabras o 

pilosas, armadas de espinas estipulares de 1 a 4 cm de largo (Figura 4). Las hojas 

son pecioladas, con uno a tres pares de pinnas, cada una con 1 O a 20 pares de 

folíolos sésiles, oblongos o linear oblongos. de 5 a 15 mm de largo y 1 a 2 mm de 

ancho. El ápice es obtuso, de margen entero y con base obtusa. 

Figura 4. Ejemplar de herbario de P. laevigata 

Las flores son hermafroditas, dispuestas en espigas densas de 5 a 1 O cm de largo, 

blanco-amarillentas, sésiles o casi sésiles; cáliz de 1 mm, glabro o puberulento. la 

corola es de 2.5-3 mm de largo; pétalos agudos, estambres de 4 a 5 mm de largo. 

El fruto es linear de 7 a 20 cm, de color café amarillento, a veces rojizo. algo 

constreñido entre las semillas. Semillas oblongas, comprimidas de 8 a 1 O mm de 

largo y color blanco-amarillento (Rzedowski. 1979; Villanueva, 1993). 
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División Spermatophyta 

Clase Angiospermae 

Dicotyledoneae 

Apetaleae 

Leguminoseae 

Mimosoidae 

Prosopis 

P. laevigata 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de Prosopis laevigata. 

2.2.3. Distribución 

El mezquite tipico del centro y sur de México se encuentra en tres zonas: la 

altiplanicie, la depresión del Balsas y la planicie costera nororiental, las cuales se 

encuentran separadas por cadenas montañosas. Esta distribución indica la 

antigüedad de la especie, que debe remontarse a épocas en que las montañas no 

obstaculizaron su dispersión (Figura 5) (Rzedowski, 1988). 

Esta especie se desarrolla en suelos profundos en las orillas de los rios y arroyos, 

así como en los valles, en donde alcanza un mayor porte. Al presentarse en 

terrenos más delgados en las laderas, el tamaño de los individuos de esta especie 

es más reducido, lo que indica que para su desarrollo requiere de cantidades 

considerables de agua y suelo profundo. La floración se presenta en los meses de 

extrema sequía, es decir de marzo a mayo. La producción de las vainas (frutos), 

se presenta en los meses de octubre a diciembre, aunque se presentan 

variaciones dependiendo de la ubicación geográfica y de las condiciones 

climáticas (Cantú, 1991; Red Latinoamericana de Técnica en Sistemas, 1997). 
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Figura 5. Distribución de P. laevigata ( e) y P. ju/iflora ( • ). no se incluyen localidades en las cuales 

P.ju/iflora es introducida (Rzedowski, 1988). 
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2.2.4 Antecedentes fitoquímicos de P. laevigata 

La especie P. laevigata secreta dos tipos de goma, una es empleada como 

sustituto de la goma arábiga y otra goma de color negro o pardo. Esta última goma 

contiene el 22. 12°/o de taninos y se emplea tanto para teñir el pelo como para 

elaborar pinturas o tintas (Espeje! 1980). 

El único estudio químico de Prosopis laevigata fue realizado en 1978 por Bragg 

letal .. , en el cual se aislaron de las hojas los siguientes flavonoides: apigenina (9), 

luteolina (10), el glucósido 6,8-di-0-apigenina, glucósido 7-0-chrisoeriol, glucósido 

7-0-luteolina, metil éter 3-0-kaempferol, metil éter 3-0-quercetina (11), glucósido 

3-0-isorhamnetina, rutinósido 3-0-isorhamnetina, rutinósido 3-0-quercetina, 

diglucósido 3-0-quercetina. 

OH 

H 

OH 
Apigenlna (9) 

H 

OH 
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No hay estudios sobre la actividad biológica de los flavonoides y de otros 

metabolitos secundarios presentes en la especie P. laevigata. 

2.3. Zonas áridas y defensas de las plantas 

Las plantas en las zonas áridas y semiáridas frecuentemente se encuentran en 

condiciones de estrés, debido a condiciones ambientales, que pueden ser factores 

abióticos o bióticos. Dichos factores afectan el desarrollo de las plantas alterando 

su desarrollo, crecimiento y productividad. 

El estrés por factores abióticos es causado por un déficit o exceso de un factor 

ambiental físico o químico, por ejemplo: altas o bajas temperaturas, falta de agua. 

o el exceso de sal, contaminantes, etc.; y a factores bióticos, los cuales son 

producidos por el ataque o la influencia de otros organismos, como pueden ser 

virus,. bacterias, hongos, invertebrados, herbívoros e incluso de otras plantas 

(Bray, 1997). 

Las respuestas bioquímicas de las plantas al estrés abiótico se mencionan en la 

Tabla 2. Cada respuesta involucra uno o más cambios en la bioquímica de la 

planta, que generalmente radican en utilizar una vía metabólica alterna (Harborne, 

1997). 

2.3.1. Osmolitos en el estrés hídrico 

Las plantas de las zonas áridas y semiáridas están sometidas a estrés hídrico por 

lo que tienen diferentes mecanismos de adaptación, los cuales se pueden agrupar 

en tres grandes categorías: a) la protección de membranas celulares y proteínas 

mediante el aumento en la síntesis de osmolitos o solutos compatibles, b) la 

reparación del daño celular por proteínas chaperonas. c) la actividad de canales y 

el secuestro de iones; aunado a lo anterior, también tienen que reparar el daño 

celular mediante la degradación de proteínas y toxinas; además, las plantas 
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necesitan sintetizar metabolitos para la protección de otro tipo de estrés debido al 

ataque de diversos patógenos (Muñoz-Clares, 1994; Bray, 1997; McManus et al., 

2000). 

Tipo de estrés Respuesta Bioquímica 

Altas temperaturas Metabolismo C4. 

Trópicos y subtrópicos Respuesta rápida: Proteínas de choque térmico. 

Desecación (estrés hídrico) Metabolismo ácido de Crassulaceas. 

Desiertos Incremento en la producción de ácido abscísico. 

Incremento en los niveles de prolina o pinitol. 

Bajas temperaturas Acumulación de azúcares o polioles. 

Síntesis de proteínas anticongelantes. 

Incremento en la proporción de ácidos grasos 

insaturados. 

Salinidad Ajustes del potencial osmótico por acumulación 

de salutes. 

Metales pesados Modificación de enzimas en la superficie de las 

raíces. 

Acumulación /detoxificación de quelatos. 

Tabla 2. Respuestas bioquimicas de las plantas a diferentes condiciones de estrés 

ambiental (Harborne, 1997). 

Los osmolitos son salutes que se pueden acumular en el interior de la célula y de 

esta forma protegen la turgencia celular que mantiene el potencial osmótico, sin 

alterar las funciones celulares (Bray, 1997; McManus et al., 2000). Estos osmolitos 

elevan la temperatura de desnaturalización de las proteínas globulares, favorecen 

la interacción entre las subunidades de las proteínas, evitan la inhibición de 

actividades enzimáticas causadas por sales inorgánicas y protegen los efectos 

nocivos de las bajas temperaturas (Muñoz-Clares, 1994). 
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Los compuestos de amonio cuaternario (glicina-betaina), los aminoácidos (prolina) 

y los azúcares alcohol o ciclitoles (mioinositol y pinitol) son los osmolitos más 

comunes (Ford, 1984; Fougere et al., 1991; Adams et al., 1992; Ciares, 1995; 

Bray, 1997; Changxin, 1997; Loewus y Pushpalatha, 2000; McManus et al., 2000). 

Los aminoácidos y otros compuestos nitrogenados solubles, participan como 

precursores de enzimas y ácidos nucleicos en el metabolismo de las plantas como 

productos primarios en la asimilación de nitrógeno inorgánico. También participan 

en la respuesta metabólica a diferentes tipos de estrés tales como alta salinidad, 

deficiencia de minerales y estrés hidrico (Stewart y Larher, 1980). 

En el caso del estrés por alta salinidad se ha determinado la acumulación de 

aminoácidos, iminoácidos y otras aminas en las plantas. Se han realizado estudios 

comparando la producción de compuestos nitrogenados en plantas crecidas en 

condiciones normales y posteriormente sometidas al estrés salino. Los resultados 

muestran que las plantas crecidas en condiciones normales de cloruro de sodio 

presentan niveles bajos de prolina, pero al aumentar experimentalmente la 

concentración de la sal se observa la acumulación de prolina, ácido pipecólico, 

ácido 5-hidroxipipecólico, glicina betaina y J3-alanina-betaina (Stewart y Larher, 

1980; Fougere et al., 1991 ). 

Las deficiencias de minerales en las plantas, tienen como respuesta el aumento 

de compuestos nitrogenados de forma especifica. Por ejemplo, cuando hay bajos 

niveles de molibdeno, se aumenta la concentración de glutamina y asparagina. En 

contraste, cuando la deficiencia es por magnesio y por cloro, se acumula 

putrescina, diamina, prolina y ácido pipecólico (Stewart y Larher, 1980). 

Cuando baja el potencial hidrico en las hojas, se presentan cambios en la 

concentración y composición de la fracción soluble de los compuestos 

nitrogenados, sobretodo en el contenido de prolina, la cual puede llegar a 

acumularse hasta 200 veces más que en las plantas no sometidas a estrés 
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hídrico. Otros aminoácidos aumentan en menor proporción y estos cambios se 

han relacionado con la inhibición de la síntesis de proteínas y el aumento de la 

proteolisis (Stewart y Larher, 1980; Fougere et al., 1991). 

Los ciclitoles tienen diversas funciones en el metabolismo de las plantas, dentro 

de las cuales podemos destacar el transporte y almacenamiento de los azúcares 

que son producto de la fotosíntesis. También estos tienen una función como 

osmolitos, en este punto destaca la función del pinitol (Ford, 1984; Fougere et al., 

1991; Adams et al., 1992; Bray, 1997; Changxin, 1997; Loewus y Pushpalatha, 

2000; McManus et al., 2000). Se ha determinado que las plantas que crecen en 

medios salinos, presentan altos niveles de pinitol en las hojas, de igual manera 

que en las plantas sometidas a estrés hídrico. Además, se ha observado que el 

aumento de la salinidad induce la expresión de genes involucrados en la sintesis 

de pinitol (Bieleski, 1994; Loewus y Pushpalatha, 2000). 

2.3.2. Metabolitos Secundarios 

En las plantas existen dos tipos de metabolismo el primario y el secundario. El 

primero se caracteriza por la síntesis en grandes cantidades de proteínas, lipidos, 

glúcidos, ácidos nucleicos, clorofilas, citocromos e intermediarios metabólicos de 

vías anabólicas y catabólicas, las cuales son comunes en todas las plantas. Estas 

biomoléculas están encargadas del crecimiento, desarrollo y mantenimiento de la 

planta (Heldt, 1997). En contraste, existen una gran variedad de sustancias 

denominadas metabolitos secundarios que se producen en pequeñas cantidades y 

que aparentemente no tienen una función metabólica pero son indispensables 

para las plantas ya que realizan diversas funciones ecológicas (Heldt, 1997; Wink, 

1999). 
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Entre estas funciones (Figura 6) destacan la atracción de insectos polinizadores o 

animales que consumen los frutos y distribuyen las semillas, además tienen un 

efecto alelopático, puesto que sirven para la defensa de la planta contra el ataque 

de bacterias, virus, hongos, herbívoros, e incluso sirven para inhibir la germinación 

de otras plantas competidoras (Harborne, 1997; Heldt, 1997; Wink, 1999; 

Hammond-Kosak, 2000). En muchos casos cumplen las dos funciones, por 

ejemplo los antocianas que pueden atraer insectos a las flores, pero además, en 

las hojas, tienen actividad antimicrobiana y ofrecen también protección contra la 

luz ultravioleta (Wink, 1999). 

Defensa 
+Plantas competidoras: 
Inhibición de la 
germinación y el 
crecimiento 

Defensa 
+Herbívoros: 
repelentes, 
toxicidad. 

Metabolitos Secundarios 
+Mezclas. 
+Variación en tiempo, espacio y 
estado de desarrollo. 
*Activación de compuestos de 
defensa prefabricados. 
*Compuestos de defensa 
inducidos 

Protección 
contra la 

irradiación UV 

Defensa 
+Microbios: Inhibición 
del crecimiento y 
toxicidad. 

Atracción 
+Insectos 
polinizadores 
+Dispersión de 
semillas por 
animales 
+Protección de 
insectos 
especializados, etc. 

Figura 6. Funciones de los metabolitos secundarios de plantas (Modificada de Wink, 1999). 
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Las plantas son resistentes a muchos patógenos diferentes. Al ser sésiles, estas 

han desarrollado estrategias que les confieren cierta tolerancia a microbios y 

herbívoros. Muchas emplean la protección morfológica y mecánica tales como los 

pelos y las espinas. Otras desarrollan también la protección química por lo que 

producen una gran variedad de metabolitos secundarios (Harborne, 1997). 

Los metabolitos secundarios los podemos agrupar por su composición química en 

compuestos libres de nitrógeno (terpenos, policétidos, saponinas y poliacetilenos) 

y compuestos que contienen nitrógeno (alcaloides, aminoácidos no proteínicos, 

aminas, glucósidos cianogénicos y glucosinolatos) (Harborne, 1997; Wink, 1999). 

En la mayoría de las plantas, la síntesis y la acumulación de metabolitos 

secundarios son reguladas en espacio y tiempo (Figura 7), lo cual significa que se 

acumulan los compuestos en los sitios específicos para defender a la planta. 

También se ha demostrado que después de una herida o una infección se 

desarrollan varios eventos que conllevan a la liberación de metabolitos 

prefabricados que son modificados por enzimas, para dar origen a nuevos 

compuestos con actividad alelopática (Kinghorn, 1992; Wink, 1999). 

Herbívoro 
Inhibición 

~ Metabolismo secundario: 

Herida 

Planta 

Infección 

Activación de compuestos 
prefabricados 

Incremento de los compuestos de 
reserva 

.--------~ Jiffe 
~-M_i_c_r_o_o_rg_a_n_is_m_º _ _.I ~ Inhibición 

Figura 7. Ejemplos de la defensa quimica inducida en plar-n~t~a~s~. ---· 
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La aplicación biotecnológica de los metabolitos secundarios es amplia. Por 

ejemplo, se emplean en la obtención de biopesticidas, fragancias, especies y 

compuestos con una actividad farmacológica determinada como antiinflamatorios, 

analgésicos, antibacterianos, antifúngicos, etc. Estas aplicaciones explican, al 

menos en parte, la efectividad de muchas plantas medicinales (Figura B). 

Plantas con 
metabolitos 
secundarios 

Biopesticida Propiedades: 

Extractos 
Principios 

activos 

Tintu:--v.:.:'os 11 
natura le 

~~ 
1 Fragancia 1 

Especies 

11 Fitoterapia 

Estimulantes 
alucinógenos 

11 

Analgésicas 
antiinflamatorias 
Antibacterianas 
antidepresivos 
antifúngicos 
antivirales 
antiparasitarios 
cardiotónicos 
expectorantes 
diuréticos, etc .. 

Figura 8. Aplicación de los metabolitos secundarios en la biotecnologia. 

Las plantas medicinales son empleadas básicamente en dos formas: 1) como 

mezclas complejas que contienen un amplio número de constituyentes (infusiones, 

tés, aceites esenciales, tinturas, extractos, etc.) y 2) como compuestos químicos 

definidos como principios activos (Avila, 1996), que en muchos casos, son los 

constituyentes principales de los fármacos empleados en la medicina alópata. 

Además, estos sirven como base en la investigación y síntesis de nuevos 

fármacos (Cordell, 2000) . 
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2.3.3. Antimicrobianos de origen vegetal 

Actualmente se han realizado numerosas investigaciones sobre antimicrobianos 

de origen vegetal, por lo que se conocen una gran cantidad de compuestos 

químicos de casi toda la escala filogenética vegetal, desde briofitas (Asakawa, 

1990) y líquenes (Trace y Evans, 1993), hasta monocotiledóneas y dicotiledóneas. 

Sin embargo, existen muy pocos estudios que inciden en el conocimiento de los 

mecanismos de acción de los compuestos activos (Bruneton, 1991). Entre los 

pocos compuestos, cuyo mecanismo de acción ha sido documentado, se 

encuentran los siguientes: 

A) Flavonoides. 

Los flavonoides inhiben, la síntesis de ADN o ARN bacteriano por su intercalación 

entre las bases de la doble hélice, ya que estos compuestos tienen una estructura 

similar a las bases púricas y pirimídicas. Los flavonoides además poseen la 

capacidad de formar puentes de hidrógeno con las bases nitrogenadas (Mari et al., 

1987). 

B) Taninos. 

La actividad antimicrobiana de estos compuestos se debe a que interactúan con la 

membrana celular, se acoplan a metales y por su acción astringente. Los taninos 

inhiben el transporte electrónico en las membranas bacterianas, causando un 

efecto letal·en los microorganismos (Konishy, 1987). Por otro lado, también este 

tipo de compuestos pueden causar la muerte bacteriana al formar complejos 

metal-tanino, que hace inaccesibles los metales en la célula e impiden el 

adecuado funcionamiento celular. La astringencia se debe a que los taninos se 
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unen a las enzimas bacterianas, formando así, complejos insolubles. impidiendo 

el adecuado crecimiento bacteriano (Scalbert, 1991). 

B) Lactonas sesquiterpénicas. 

Las lactonas que poseen actividad antibacteriana son las que presentan grupos 

cx-metileno, y-lactona y carbonilo ex, J3-insaturado. Estos grupos representan sitios 

reactivos para nucleófilos, en particular grupos tiol y amino, los cuales son 

esenciales para algunas funciones enzimáticas, puesto que en muchos casos, 

estos grupos, conforman el sitio activo de la enzima, o ayudan a mantener la 

conformación de las enzimas (Fisher, 1991 ). 



3. Hipótesis 

Las especies del género Prosopis son emplc:..das por la medicina tradicional para 

el tratamiento de enfermedades infecciosas, de la garganta y de los ojos, entonces 

los extractos de las diferentes partes de la planta deben tener actividad 

antibacteriana, puesto que contienen metabolitos con dicha actividad biológica. 

4. Objetivos 

4.1. Objetivos Generales 

•:• Aislar e identificar los principales metabolitos secundarios de Prosopis 

/aevigata. 

•:• Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de Prosopis 

/aevigata. 
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4.2. Objetivos Particulares 

•:• Obtener extractos de diferente polaridad a partir de las hojas, raíz y tallo de P. 

/aevigata. 

•:• Determinar cualitativa y cuantitativamente la actividad antimicrobiana de cada 

extracto. 

•:• Aislar y purificar los principales componentes de cada extracto. 

•:• Elucidar la estructura de los principales metabolitos secundarios aislados de P. 

laevigata mediante los estudios espectroscópicos y químicos necesarios. 

·:· Determinar de la actividad antimicrobiana de forma cualitativa y cuantitativa de 

los compuestos aislados. 
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5. Metodología 

5.1 Trabajo de campo 

5.1.1 Descripción de Zapotitlán Salinas, Puebla 

Los individuos de la especie Prosopis laevigata se colectaron en Zapotitlán Salinas 

en el Valle de Tehuacán. Esta localidad se ubica en la región meridional del 

sureste del estado de Puebla, entre los 17°30' y 19º de latitud norte y entre los 97º 

y 98º de longitud oeste. 

El Valle de Zapotitlán se encuentra dentro de los paralelos 18º07"18 .. y 18°26"00"" 

de latitud norte, los meridianos 97º19"24 .. y 97°39"06 .. de longitud oeste. Tiene 

una superficie de 86.74 Km2 . Se encuentra limitado por las más altas 

prominencias de la Sierra de Zapotitlán como son las Sierras de Miahuatepec y 

Atzingo al este, los Cerros Pajarito y Chacateca al norte, Cerro Corral de Piedra al 

sur y el Cerro la Mesa al Oeste. 

La orientación del Valle de Tehuacán es en general nor-noreste y sur-sureste. 

Tiene una extensión aproximada de 170 Km de largo, por 40 Km de ancho. Al 

noroeste colinda con el Cerro de Tlacotepec y al sur con la Mesa Central. Al 

suroeste está limitado por la Sierra de Zapotitlán (Zavala, 1980). 

La vegetación _del~'.,valle de Tehuacán esta relacionada con la altitud y sus 

consecuent~s' c::'~~~~teffísticas ambientales. Por arriba de los 1800 msnm, se 

establece' Llrí_;;.·b~iiql.Je de pino-encino, mientras que por debajo de esta cota 

altitudÍnal ;sE!;:e;,c~E!¡:,tra el matorral espinoso con cactáceas columnares. Este 

último. tip<:l' c:i~: v~getación, presenta variacié-:-; en sus asociaciones vegetales, de 

acuerdo·,¡ la._combinación de varios factores abióticos como altitud, precipitación, 

tipo de suelo y drenaje (Zavala, 1980). 
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La aridez del Valle de Tehuacán está determinado en gran parte por la Sierra 

Zongolica que detiene los vientos húmedos provenientes del Golfo de México, al 

formar con sus crestas de hasta 2600 msnm una sombra de lluvia sobre el valle. 

Aunque parte de la humedad del Golfo atraviesa la cima de la Sierra, la 

precipitación decrece progresivamente, siendo la zona más seca la de los 

alrededores de Tehuacán y la Sierra de Zapotitlán (Zavala, 1980). 

El clima del Valle de Zapotitlán corresponde de acuerdo a la clasificación de 

Kopen modificado por García (1973) a Bsohw(e) gw", que es un clima seco árido 

con régimen de lluvias en verano con un cociente PfT menor de 22.9 (el más seco 

de los BS). Es semicálido (h) con una temperatura media anual entre 1 BºC y 29ºC, 

y oscilaciones estacionales de 4º a 18ºC. La precipitación media anual varía de 

350 a 1200 mm3
, con 5 a 9 meses de sequía (Espeje!, 1980; Rzedowzki, 1979). 

En la zona de estudio se encuentran principalmente dos tipos de vegetación; 

bosque espinoso y matorral xerófilo. Las especies que caracterizan este tipo de 

vegetación son Gaste/a tortuosa, Cercidium praecox, Eysenhardtia polystachya, 

Zexmenia Jantanifo/ia, Se/loa glutinosa, Prosopis Jaevigata, Lantana sp., Agave 

marmorata, Opuntia tunicata y Myrtillocactus geometrizans (Zavala, 1980). 

5.1.2. Colecta del material vegetal 

Las colectas se realizaron a 500 m del pueblo de Zapotitlán Salinas, que está 

localizado sobre la carretera Tehuacán-Huajuapan de León, a una altitud de 1430 

msnm. La vegetación de la zona es matorral espinoso con vegetación crasicaule. 

P. /aevigata se encuentra asociada a Cercidium praecox. El suelo es café calizo. 

La primera colecta se realizó en septiembre de 1998, colectando las diferentes 

partes de la planta (raíz, tallo y hoja). Posteriormente se secaron a la sombra en 

hojas de papel, para después procesarlas en un molino manual y almacenarlas en 
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valle del mism~ norrlb're ce'arreía, 2001 ). 
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costales. La segunda colecta se realizó en julio del 2000. En esa ocasión solo se 

colectaron hojas, con las cuales se elaboraron los diferentes extractos para 

realizar el estudio fitoquímíco y evaluar la actividad antibacteriana de la planta. 

También se colectaron y prensaron algunos ejemplares herborizados para su 

depósito e identificación en el herbario IZTA de la FES- lztacala de la UNAM. 

5.2 Evaluación preliminar de la actividad antibacteriana 

5.2.1. Elaboración de extractos 

El primer paso de este trabajo fue obtener extractos de las diferentes partes de la 

planta (raíz, tallo y hoja) para determinar donde se encontraba la actividad 

antibacteriana. Se tomó esta decisión, debido a que en los reportes bibliográficos 

se menciona que varias especies del género Prosopis son empleadas en la 

medicina tradicional para combatir diversos procesos infecciosos. Sin embargo, no 

se reporta que parte de la planta tiene dicha actividad. 

Estos primeros extractos se obtuvieron por maceración en frío. Para la elaboración 

de cada extracto se colocaron 50 g de la planta (hoja, tallo, raíz), en 250 mi del 

solvente (hexanos, acetato de etilo, metano! y agua),. Los extractos se dejaron 

reposar por tres días y posteriormente se destilaron a presión reducida, hasta 

llevarlos a sequedad. 

5.2.2. Determinación del rendimiento 

El rendimiento de cada extracto se realizó de acuerdo al método propuesto por 

González-Peñalosa, 1981, (Apéndice 1 ). 
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5.2.3. Bioensayos preliminares de raíz, tallo y hoja 

El método que se utilizó para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos 

preliminares de las diferentes partes de P. laevigata, fue el de difusión en medio 

sólido (Kirby-Bauer) mediante la técnica de Bar.-y and Thomsber.-y, 1987; Vanden 

Berghe and Vlietnick, 1991, modificada por Avila, 1996 (Apéndice 2). 

Los microorganismos que se emplearon fueron Escherichia co/i ATCC 25922 y 

Bacil/us subtil/is (cepa de campo). La concentración de los extractos en los 

sensidiscos fue de 1 mg de extracto/disco. Los bioensayos se realizaron por 

triplicado. 

El análisis estadístico que se empleó para analizar los resultados de los 

bioensayos fue un análisis de varianza de dos factores. Posteriormente se aplicó 

la prueba de Tukey con el objeto de establecer entre que tratamientos había 

diferencias estadísticamente significativas. 

5.3 Extractos de hoja 

La parte activa de la planta fue la hoja, por lo que se extrajo con solventes de 

diferente polaridad, basándose en la metodología propuesta por Un en 1990. 

Los extractos se obtuvieron por percolación y se concentraron a presión reducida, 

para posteriormente determinar el rendimiento de cada uno, siguiendo la 

metodología descrita anteriormente. La preparación de los extractos se muestra 

en la figura 1 O. 

Cabe mencionar, que por la dificultad del proceso y el alto contenido en 

carbohidratos, se decidió que el extracto acuoso en el segundo proceso no se 

llevaría a sequedad y no se trabajaría para el estudio fitoquímico. 
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Prosopis /aevigata 
Hojas-secasy molidas 

(250 g)'" 

Hexano 

. Concentración 
_a sequedad 

Extracto 
acuoso 
(4.18 g) 

-.• Destilación 
P.R. 

L.

_D_e_s_t-il_a_c_i_ó_n _ __.I ~ P.R. -

Soluble 

Extracto 
polar 

Metano! 
(48.6 g) 

Extracto 
metanólico 

Extracto 
no polar 
Hexano 
{2.73 g) 

Extracto de polaridad 
intermedia 

Acetato de etilo 
{5.69 g) 

Hexano 

Insoluble _ 1 

1 MetL11 
Destilación 

P.R. 

Figura 10. Procedimiento para la extracción de las hojas de P. Jaevigata. Presión reducida (P.R.). 
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5.3.1. Actividad antibacteriana de los extractos de hojas 

5.3.1.1. Determinación de la actividad antibacteriana de manera cualitativa 

Los extractos obtenidos a partir de las hojas que resultaron activos, fueron el 

acuoso y metanólico. A estos extractos se les evaluó la actividad antibacteriana de 

la forma descrita anteriormente. Se utilizaron las siguientes cepas: Vibrio cholerae 

CDC V12 (El Tor), Vibrio cholerae INDRE 206 aislada de agua contaminada 

(agua), Vibrio cholerae aislada de un caso clínico (ce) (estas cepas corresponden 

al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo lnaba, biotipo El Tor), Vibrio 

cholerae No-01, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC 

27155, Salmonella typhi ATCC 19430, Staphylococcus aureus ATCC 12398, 

Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aen.1ginosa, Sarcinia tutea y Bacillus 

subtillis. 

Los resultados de los bioensayos se analizaron estadísticamente mediante un 

análísis de varianza de dos factores. Posteriormente se aplicó la prueba de Tukey 

con el objeto de establecer entre que tratamientos había diferencias 

estadísticamente significativas. 

5.3.1.2. Determinación de la actividad antibacteriana de manera cuantitativa 

Concentración minima inhibitoria (CMI) y bactericida mínima (CBM) 

Para determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración 

bactericida mínima (CBM) de los extractos acuoso y metanólico, se utilizó el 

método de dilución en caldo reportado por Jones et al .. 1987, modificado por 

Avila, 1996 (Apéndice 3). 

TESIS CGN i 
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Las concentraciones empleadas para los bioensayos cuantitativos fueron las 

siguientes: 1 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml, 40 µg/ml, 80 µg/ml, 100 µg/ml, 200 µg/ml, 

400 µg/ml, 800 µg/ml y 1000 µg/ml. Todos los experimentos se hicieron por 

triplicado. 

5.4. Estudio fitoquímico 

5.4.1.Métodos cromatográficos 

Las cromatografías de adsorción en columna abierta se realizaron sobre gel de 

sílice 60 F 254 Merck (tamaño de partícula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 ASTM). 

Para las cromatografías en capa fina (ccf) se emplearon cromatofolios de aluminio 

cubiertos con gel de sílice 60 F 254 Merck (0.2 mm de espesor, para análisis). La ccf 

permitió verificar el desarrollo de las cromatografías en columna abierta y 

comprobar la pureza de los compuestos obtenidos. Como agentes cromogénicos 

se emplearon: a) Una solución de sulfato cérico en ácido sulfúrico concentrado, y 

para el desarrollo del color fue necesario calentar las placas cromatográficas 

durante dos minutos a 110 ºC. b). El revelado con luz UV a 254 y 366 nm 

(Ultr~violet Fluorescence Analysis Cabinet. Spectroline Mod CX-20). 

Las .. cromatografías en ccf preparativas, se realizaron en cromatofolios de vidrio 

cubiertos con gel de sílice 60 F 254 Macherey-Nagel, (2.0 mm de espesor, 20 x 20 

cm). 

La separación por filtración en gel se llevó a cabo en Sephadex™ 

Amersham Pharmacia Biotech. AB. 
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5.4.2. Equipo usado para la determinación de las constantes físicas 

espectroscópicas y espectrométricas de los compuestos aislados 

Los puntos de fusión (p.f.) se determinaron con un aparato Fisher-Johns. Estos 

datos se describen sin corregir. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un 

aparato de rejilla Perkin-Elmer modelo 5998 y en un aparato Nicolet FT-5X, en 

pastilla de KBr y/o nujol. 

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica (RMN- 1 H) y de 

carbono-13 (RMN-13C) fueron obtenidos en un equipo Varian Unity VXR-200s, el 

cual se operó a una frecuencia de 200 y 75.44 MHz respectivamente. Los 

espectros se obtuvieron en agua-d, metanol-d o dimetilsulfóxido-d, dependiendo 

de la solubilidad de los compuestos. Los desplazamientos químicos se expresan 

en unidades de ppm (B) con respecto al tetrametilsilano (TMS) que se usó como 

referencia interna. Los experimentos DEPT, COSY y HETCOR, se realizaron en 

un aparato FT-NMR Varian PIOS 200. Se emplearon los programas de secuencias 

de pulsos estándares Varian para el registro de los espectros bidimensionales 

homonucleares (' H-1 H-COSY). 

. r·.:;:\:~( 
Los espectros .de.:'masas se determinaron en un aparato Jeol JMS-SX102A 

-- _·. -· 

mediante la __ técnica de bombardeo rápido de átomos (FAB-MS). Se empleó como 

matriz,' alcohol. m-nitrobencílico. El átomo acelerado para la generación de iones a 

partir de la muestra fue xenón utilizando un voltaje de 6 KeV. 
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5.4.3. Bioensayos para el fraccionamiento del extracto metanólico de 

P. /aevigata 

A todas las fracciones que se obtuvieron en el proceso de separación del extracto 

metanólico, se les determinó si presentaban actividad antibacteriana. Lo anterior, 

con el objeto de seleccionar y posteriormente fraccionar, solo a las fracciones que 

presentaban dicha actividad, para poder así, aislar el o los metabolitos 

responsables de la actividad antibacteriana. 

Se empleó la metodología descrita anteriormente, en la sección 5.2.3. Los 

microorganismos que se emplearon para el fraccionamiento biodirigido, fueron: la 

cepa de S. /utea, por ser la cepa Gram positiva más sensible a los extractos 

polares de las hojas de P. /aevigata y la cepa de E. coli como cepa Gram 

negativa. Cabe hacer notar, que en el caso de las bacterias Gram negativas no se 

seleccionó la cepa más sensible (P. aeruginosa), debido a que esta cepa no se 

pudo mantener durante la huelga estudiantil de 1999-2000 en la UNAM. 

Los bioensayos se realizaron por triplicado. Las concentraciones de las fracciones 

que se aplicaron a cada sensidisco se muestran en la Tabla 3. 

No. de la fracción Clave de la fracción 
Concentración por 

sensidisco (µg) 

Extracto Extracto 1000 

167-232 P.1.(1) 500 

50-59 P.1.(2) 250· 

46-53 P.1.(3) 250 

50-61 P.1.(4) 250 

IS 250 

Tabla 3. Concentraciones de las diferentes fracciones obtenidas del extracto metanólico 
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5.4.4. Fraccionamiento del extracto metanólico de las hojas de P. 

/aevigata 

El extracto metanólico (48.64 g.) se preabsorbió en celita para fraccionarlo en una 

cromatografía en columna abierta con 700 g de gel de sílice 60 F 254. La columna 

se eluyó con mezclas de Acetona-MeOH y polaridad ascendente de. Se 

recolectaron 244 fracciones de 250 mi, las cuales se destilaron a presión reducida 

y se analizaron por ccf. Se obtuvieron tres grupos de fracciones primarias de 

acuerdo con la similitud de su composición. En la tabla 4 se resumen los sistemas 

de elusión empleados y las fracciones resultantes. 

Eluyente 

Acetona 

Acetona-MeOH 

Acetona-Me OH 

Acetona-Me OH 

Acetona-MeOH 

Acetona-MeOH 

Acetona-MeOH 

Me OH 

Proporción 

(%) 

100 

95:5 

9:1 

8:2 

7:3 

6:4 

5:5 

100 

Fracciones Fracciones 

Recolectadas Combinadas 

10-16 
1-80 

Clave de la 

Fracción 

Pinitol 

Peso 

{g) 

0.45 

. , 

Tabla 4. Fraccionamiento ~~1 ext~aCtO ~etar161ico ~·e las hojas· d_e P~·. la~vig~ta 

1f - ---:--~:;?)T~--------,: 
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A partir de la fracción 1 O hasta la 21, se obtuvo un sólido cristalino blanco en 

forma de agujas, con p_f_ de 186-188 ºC, cuyos espectros de IR, RMN 1 H y 

masas, coinciden con los reportados para el pinito! (Espectros 1, 2 y 3). 

De las fracciones 168-190, se aisló un sólido cristalino blanco, con p. f. superior a 

los 500ºC. 

Al evaluar la actividad antibacteriana de todas las fracciones, se encontró que la 

fracción P.I. (1) fue la que presentó los mayores halos de inhibición en ambas 

cepas bacterianas, por lo que se seleccionó para continuar con el estudio 

fitoquímico. 

De las fracciones 234-243 se obtuvieron cristales blancos con forma de agujas. 

Su punto de fusión fue de 307 ºC. A estos cristales se les realizaron los estudios 

de IR. MS, RMN 1 H, RMN 13C, DEPT, COSY, y HETCOR, con los cuales se 

identificó como él ácido 4-hidroxi-L-pipecólico (Espectros 4,5,6,7,8,9 y 10). 

5.4.4.1. Separación de la fracción P.I. (1) 

La fracción P.1. (1) (15.10 g) se separó en una columna abierta empacada con 225 

g de gel de sílice 60 F254. empleando como sistemas de elución mezclas de 

CH2Cl2-MeOH con polaridad ascendente (Tabla 5). Se recolectaron 109 fracciones 

de 200 mi cada una, las cuales se concentraron a presión reducida. Mediante ccf 

se reunieron las fracciones cuyos componentes eran parecidos y se evaluó la 

actividad antibacteriana. La fracción P.1. (2) presentaba el mejor rendimiento y 

además era una fracción activa por lo que se seleccionó para su separación. 
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Proporción Fracciones Fracciones Clave de la Peso 
Eluyente 

(%) Recolectadas Combinadas Fracción (g) 

CH2Cl:z-MeOH 95:5 3-9 

CH2Cl:z-MeOH 93:7 

13-15 
CH2Cl:z-MeOH 9:1 

CH2Cl:z-MeOH 8:2 

CH2Cl:z-MeOH 7:3: 

CH2Cl:z-MeOH 6:4 

CH2Cl:z-MeOH 5:5 

Me OH 100 109 

Tabla 5. Fraccionamiento de la fracción P.I. (1). 

5.4.4.2. Separación de la fracción P.I. (2) 

La fracción P.I. (2) (4.2 g) se analizó en una columna abierta empacada con 60 g 

de gel de sílice 60 F 2 54. Se empleó como sistema de elución, mezclas con 

polaridad ascendente de CHCl3-MeOH (Tabla 6). Se recolectaron 68 fracciones de 

100 mi cada una, las cuales se concentraron a presión reducida. Se reunieron las 

fracciones cuyos componentes eran parecidos y se evaluó la actividad 

antibacteriana de cada una. 

De las fracciones46~53 P.I (3) se aislaron cristales cúbicos cuyo punto de fusión 

es de 190-192 ºC. Los .cristales se identificaron como sacarosa por medio de 

estudios de RMN 1 H y HMN13c (Espectro 11 y 12). Las aguas madres de los 

cristales aislados, si pre;;-eirit~·rcin actividad antibacteriana. 
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Las fracciones 50-61 denominadas P.I. (4). presentaban el mejor rendimiento y 

además e-ra una fracción activa, por lo que se seleccionó para su separación. 

Eluyente 
Proporción Fracciones Fracciones 

{%) Recolectadas Combinadas 

CHCl,-MeOH 9:1 1-6 

CHCb-MeOH 85:15 

CHCl3-MeOH 8:2 

CHCl,-MeOH 7:3 

CHCb-MeOH 6:4 

CHCl3-MeOH 5:5 

Tabla 6. Fraccionamiento de la fracción P.1. (2). 

5.4.4.3. Separación de la fracción P.I. (4) 

Clave de la 

Fracción 
Peso (g) 

1.50 

2.02 

La fracción P.1. (4) (2.02 g) mediante ccf, mostró que estaba formada por dos 

componentes principales. Estos se observaban en la luz UV a 254 nm. La 

separación de la fracción, se llevó a cabo en una cromatografía en columna, 

empacada con 25 g de gel de sílice 60 F 254 . Se emplearon como sistemas de 

elución, las mezclas de CHCb-MeOH. Se recolectaron 50 fracciones de 50 mi. 

Las fracciones 24 a la 30, de la columna anterior (P.1. (5) 140 mg), mostraron 

actividad:antibacteriana. Debido al rendimiento de la fracción, se separaron sus ',,:,.,-,-;.·:--,,•.·· 

compC>nE!ntes".en placas preparativas. El sistema de elución que se utilizó fue 
;:- .. -,- -

como fase móvil, la mezcla de butanol-ácido acético-agua, en proporción 4: 1: 1. Se 

obtuvieron __ 3-_mg de cada uno de los componentes. Sin embargo, estos no 

mostraron actividad antibacteriana. No se realizaron estudios espectroscópicos, 

debido a la poca cantidad de los compuestos aislados. 
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5.4.4.4 Extracto metanólico de hojas (segundo proceso) 

Se decidió colectar una mayor cantidad de hojas de P. laevigata en julio del 2000, 

con la intención de repetir el fraccionamiento del extracto metanólico y así poder 

aislar los metabolitos responsables de la actividad antibacteriana. 

El segundo proceso de extracción (Figura 11 ), se llevó acabo con 2 Kg de hojas 

de P. /aevigata. Se obtuvieron 358 g de extracto metanólico. Este se fraccionó 

siguiendo las mismas condiciones de separación hasta obtener 8 g de la fracción 

P.I. (3), y por ser esta parte de un segundo proceso, se le agregó la denominación 

II. 

De la a fracción P.1. (3 11) (8 g), se obtuvieron 4.2 g de cristales cúbicos cuyo punto 

de fusión (190-192 ºC) correspondía con el compuesto aislado e identificado 

anteriormente como sacarosa. La aguas madres presentaron actividad 

antibacteriana. Con la intención de retirar la mayor parte de sacarosa de las aguas 

madres; estas se separaron por medio de. IJncÍ,columna de sephadex LH-20 eluida 

con. Se obtuvieron cuatro grupos de fracciones (Tabla 7), de las cuales sólo la 

frac;;ción IS presentó actividad, por lo qui;; se procedió a separar sus componentes. 

Clave d.e Ja fracción Peso (g) 

IS 0.308 

ns 0.013 

IIIS Compuesto (1 .2g) 

IVS 0.125 

Tabla 7. Separación por sephadex de la fracción P.I. (3 11). 
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La fracción IS que mostró dos bandas en ccf, se analizó por medio de una 

cromatografía en columna con 8 g de gel de silice 60 F 254. La fase móvil empleada 

fueron mezclas de AcOEt-MeOH. Se colectaron 60 fracciones de 15 mi. 

Las únicas fracciones activas fueron de la 43 a la 59 (64 mg}. Al monitorearlas por 

ccf se observaron dos bandas, las cuales se evaluaron por la técnica de 

autobiografía (Apéndice 5). Asi se determinó que la parte activa se encontraba en 

el punto de aplicación. Este componente absorbía la luz UV a 366 nm y 

reaccionaba con el cloruro férrico, lo cual indicó que se trataba de algún glucósido 

de flavonoides o algún compuesto aromático muy polar, por lo que se buscaron 

mezclas para separar este tipo de compuestos. Esta fracción se purificó por medio 

de placas preparativas con la fase móvil AcOEt-MeOH-Agua 63:12:9, reportada 

por Harborne en 1 973 para la purificación de glucósidos de flavonoides. 

Se recuperó una fracción (35 mg} impura. Esta fracción se descompuso al tratar 

de purificarla en una placa preparativa con la fase móvil anterior. puesto que al 

verificar la pureza de la fracción por ccf, se observó una cantidad mayor de 

manchas. Debido a lo anterior, no se logró aislar el compuesto puro. 
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Extracto 
metanólico 

Extracto 
no polar 

Hexano 
(13.15 g) 

Extracto de polaridad 
intermedia 

Acetato de etilo 
(42.53 g) 

Hexano 

Insoluble 1 

J Me~n~I J 

Destilación 
P.R. . 

Figura 11. Procedimiento para la extracción de las hojas de P. /aevigata. Presión reducida (P.R.). 

Segundo proceso 
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5.4.5. Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo de las hojas de 

P. /aevigata 

El extracto de acetato de etilo (42.53 g), se fraccionó en una cromatografía en 

columna empacada con 650 g de gel de sílice 60 F 2 s4. Se utilizaron como sistemas 

de elución las mezclas de Hexano-AcOEt y AcOEt-MeOH aumentando 

gradualmente la polaridad. Se recolectaron 135 fracciones de 500 mi cada una 

(Tabla 8). El fraccionamiento fue verificado mediante ccf. 

Proporción ·Fracciones Fracciones Clave de la Peso 
Eluyente 

(%) Recolectadas Combinadas Fracción (g) 

Hexano 100 .1-5 

Hexano-AcOEt 9:1 6-14 4-11 

Hexano-AcOEt 8:2 15-35 

Hexano-AcOEt 7:3 36-52 

Hexano-AcOEt 6:4 53-64 

Hexano-AcOEt 5:5 65-80 

AcOEt 100 81-90 

AcOEt-MeOH 9:1 91-98 

AcOEt-MeOH 8:2 99-115 

AcOEt-MeOH 7:3 116-121 

AcOEt-MeOH 6:4 122-127 

AcOEt-MeOH 5:5 128-134 
Me OH 100 135. 

,-- ·:-:~,~;-~- ,~.:·---¡ 
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De la fracción 4-11 se aisló un sólido blanco cuyo punto de fusión es de 78-80 ºC 

(compuesto 5). A este compuesto sólo se le realizó el estudió de IR (Espectro 13). 

A partir de la fracción 99-105 se aisló un sólido amaño blanco, que descompone a 

284 ºC. El ñ de este compuesto se comparó con una muestra auténtica del 

glucósido de sitosterol. en varios sistemas cromatográficos. por lo que se concluyó 

que se trataba del mismo compuesto. 
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6. Resultados 

6.1 Datos de herbario de la planta P. laevigata 

La planta P. /aevigata fue colectada en la localidad de Zapotitlán Salinas, Puebla. 

La determinación de la especie fue realizada por el técnico de campo Ismael 

Calzada y la Biol. Ma. Edith López Villafranco, Jefa del Herbario IZTA de la FES­

lztacala. 

Los datos de herbario se encuentran en la siguiente tabla: 

Nombre común Mezquite 

Especie Prosopis /aevigata (Humb. & Bonpl. Ex Willd) M.C. 

Johnston. 

Familia Leguminoseae 

Número de registro 24984 

Tabla 9. Datos de herbario de P. laevigata. 

6.2. Evaluación preliminar de la actividad antibacteriana de la raíz, 

tallo y hoja 

6.2.1 Rendimiento de los extractos 

El rendimiento de cada extracto se determinó como se describe en el apéndice 1. 

Los resultados se observan en la siguiente tabla: 

Rendimiento 

Parte Agua MeOH AcOEt Hexano 

empleada (g) o/o (g) o/o (g) % (g) % 

Raíz 0.35 0.70 0.90 1.80 0.43 0.85 0.19 0.37 

Tallo 0.45 0.90 2.65 5.30 0.76 1.52 0.28 0.56 

Hoja 0.50 1.08 7.82 15.65 0.65 1.29 0.93 1.84 

Tabla 10. Rendimiento de los extractos de raíz, tallo y hoja de P. /aevigata. 
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En la tabla 1 O se observa que en la mayoría de los casos, los extractos de hoja 

tienen el mayor rendimiento. Por tanto la hoja es la parte de la planta que contiene 

la mayor cantidad de metabolitos. Además, por el rendimiento del extracto 

metanólico de hoja, podemos decir que la planta sintetiza principalmente 

compuestos polares que son extraídos con dicho solvente. 

6.2.2. Bioensayos preliminares de raíz, tallo y hoja 

Los reportes bibliográficos mencionan que varias especies del género Prosopis 

son empleadas en la medicina tradicional para combatir diversos procesos 

infecciosos (Langford, 1969; Aguilar et al., 1994; Vázquez-Yáñez, 1999). Sin 

embargo, no especifican la parte de la planta que tiene dicha actividad. Por lo 

tanto, el primer objetivo del presente trabajo, consistió en determinar la parte 

activa de la planta. Esto se hizo por medio de la evaluación de la actividad 

antibacteriana de las diferentes partes de la planta (raíz, tallo y hoja), utilizando 

solventes de diferentes polaridades (hexanos, acetato de etilo, metanol), para 

obtener los extractos. 

La actividad antimicrobiana de los extractos se determinó cualitativamente 

mediante la técnica de Kirby-Bauer (Apéndice 2). El promedio de los resultados se 

muestran en la tabla 11. 

Solventes 
Parte Agua MeOH AcOEt Hexano 

empleada 
B.subtilis E.co/i B.subti/is E.coli B.subtilis E.coli B.subtilis E.coli 

Raíz - - - - - - - -
Tallo - - - - - - - -
Hoja 18 + 0.5 8 ± 0.5 19 ± 0.5 10 ± 0.5 - - - -
C+ 28 + 0.5 17 + 0.5 28 + 0.5 17 ± 0.5 28 + 0.5 17 ± 0.5 28 ± 0.5 17 ± 0.5 
C- - - - - - - - -

Tabla 11. Bioensayos preliminares empleando la técnica de Kirby-Bauer de los extractos de P. /aevigata. 
Se muestra el promedio de tres experimentos. Control positivo cloramfenicol 30 µg/disco (C+}. Control 
negativo cada uno de los solventes empleados (C-). No hubo inhibición del crecimiento (-). 
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Los resultados obtenidos en esta prueba, muestran que solamente los extractos 

polares de las hojas (acuoso y metanólico) poseen actividad antibacteriana en las 

cepas bacterianas con las que se realizó el bioensayo. 

El análisis de varianza de dos factores en el que se compara la actividad 

antibacteriana del extracto metanólico y el acuoso, muestra que la actividad de los 

extractos varia dependiendo de la cepa empleada, puesto que existen diferencias 

significativas (p<0.001) en la sensibilidad de las bacterias. Se observa claramente 

que la cepa B. subtilis es más sensible a los dos extractos en comparación a la 

cepa E. coli (Gráfica 1). Además, no hay diferencias estadísticas significativas en 

la actividad antibacteriana entre los extractos acuoso y metanólico. 

Halo de inhibición (mm) 
22 ~~~~~~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~~~~~~-

20 

18 

16 

14 

12 

10 

8 

B.subtilis E. coli B. subtilis E; coli 
Extracto acuoso Extracto metanólico 

- . ·' 

:::I: ±Desv.est. 
C::J ±Err.est. 
· CJ rnedia 

Gráfica 1. Sensibilidad de B. ·subtilis y E. co/i a los extractos acúoso y metanólico 
de_ hojas.de P. /aevigata. · 
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6.3. Extractos de hoja 

6.3.1. Rendimiento 

Se prepararon los extractos de diferentes polaridades a partir de hojas secas, 

según la metodología descrita (Figuras 1 O y 11 ). El rendimiento de los dos 

procesos de extracción se muestra en la tabla 12, en donde se puede observar 

que de igual forma que en los extractos preparados para la evaluación preliminar 

de la actividad antibacteriana, el extracto metanólico obtuvo, en promedio, el 

mayor rendimiento (18.45%). Cabe hacer notar que el rendimiento de estos 

extractos, fue mayor que en los extractos anteriores, lo cual puede deberse a que 

la técnica empleada es más eficiente. 

Rendimiento 

Solvente Primera extracción Segunda extracción Promedio 

(g) o/o (g) o/o º/o 

Aaua 4.18 1.68 S.D. S.D. so. 
Me OH 48.60 19.5 348.30 17.4 18.45 
AcOEt 5.69 2.29 42.53 2.12 2.20 
Hexanos 2.73 1.1 13.15 0.68 0.88 

Tabla 12. Rendimiento de los extractos de hojas. Sin determinar (SO) 

6.3.2. Actividad antibacteriana de los extractos de hoja 

6.3.2.1. Determinación de la actividad antibacteriana de manera cualitativa 

La actividad antibacteriana de todos los extractos de hoja se evaluó 

cualitativamente en doce cepas de bacterias, como se indica en la sección 5.3. 1.1. 

de la metodología. 

Los resultados obtenidos con los extractos de hoja se observan en la tabla 13. 

Estos concuerdan con los datos obtenidos en la evaluación preliminar. En ambos 

casos, la actividad está presente solo en los extractos polares (acuoso y 

metanólico). 
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Bacterias -- Halos de inhibición ± 0.5 mm (1 mQ/disco)- --_ 
Acuoso Me OH AcOET Hexano: ---,e+. C-

B. subtitis 18.5 20.5 - - 28 -
S. aureus 20.5 21.5 - .;. --.: --- 25 -
S. epidennidis 20.5 21.5 - _,_ -.,::: - 21 -
S. tutea 31.5 25.5 - ·- ,•- .. 30 -
E. coli 8.0 9.5 - ._.,:,; .. 25 -
S.tvohi - - - - - - --- 25 -
P. aeruainosa 17.5 23.5 - _o_-.•· '- - - 30 -
E. aqtomerans - - - '- - - 24 -
V. choterae El Tor 10.0 9.0 - ._:,- 1-.,, - 30 -
V.choterae ce 7.5 8.5 . - -- ·'i'"- ¡,,.::- - 30 -
V.choterae aQua 7.0 8.0 ·: _.-- ----"- - -· : - - 34 -
V. choterae 10.5 ,11.0 -- - . :_ -,.- - - 35 --

No-01 é : 

Tabla 13. Bioensayo de\1iÍúSiÓ~:"~~·~g~~;··(Kirby~-B~~er)··de los extractos de hoja. Se muestra el promedio de 
tres experimentos. Control positiYo~·crOramferiicol 30 µg/disco (C+). Control negativo cada uno de los solventes 
empleados (C-). No hubo inhibición del crecimiento (-) . 

•• < ~ • • • ' , •• 

Los extractos acücis(): y; metanólico presentaron actividad antibacteriana en las 

mismas ce'pa~·:bacteria~~s. En ocho de las doce cepas, el extracto metanólico 

tienerr~áyof:actividad que el acuoso, lo cual puede deberse a que este último, por 

su naturaleza, presenta un mayor contenido de carbohidratos que promueven el 

crecimiento bacteriano (Gráfica 2). Ambos extractos, muestran actividad 

antimicrobiana sobre las cuatro cepas de bacterias Gram positivas: B. subtitis, S. 

aureus, S. epidennidis y S. tutea. En contraste, solo presentaron actividad 

antibacteriana, en seis de las ocho bacterias Gram negativas: E. coti, P. 

aeruginosa, y las cuatro cepas de V. choterae. 

l""r' ---- ---.-------, 
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1 .B. subtilis 
2. S. aureus 
3. S. tutea 
4. S. epidennidis 
5.E.coli 
6. P. aeroginosa 
7. E. aglomerans 
8. s. typhi 
9. V. cholerae El tor 
10. V. cho/erae ce 
11 . V. cholerae agua 
12. V. cholerae No-01 

::C ::tCesv.est. 
l=:::J ::tErr.est. 

e media 

Gráfica 2. Sensibilidad de 1SS cepas bacterianas con los extractos acuoso y metanólico de hojas de 
· P. laevigata. 

El análisis .de :v~rianza :de dos factores en el que se compara la actividad 

antibacterianá\del)e)(tracto metanólico y el acuoso en las 12 cepas bacterianas, 

muestra· oti.;i ,Jé2:;{que la actividad de los extractos varia dependiendo de la cepa 

empleadél,:'pü~~·t~jque existen diferencias significativas (p<0.001) con respecto a 

la sensibilidad 'de ias bacterias 
-~<·-."·:.·<<.::-.-<:.··;_; Í'. 

Para el ca·J~ :~:e s, aureus, E. co/i, E. aglomerans, S. typhi, V. cho/erae ce, y V. 

cho/era~··¡:~~~~·. no existen diferencias significativas, en la actividad de los 

extractCJ~.' EÍÍ:.contraste, para B. subtilis, S. /utea, S. epidermidis, P. aeruginosa, V. 

cho/e;ae, É1Jc;r y V. cho/erae No-01, si se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre ambos extractos {p<0.001 ). Por tanto, el extracto metanólico 

presenta mayor actividad antibacteriana que el extracto acuoso. 
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En el caso de la cepa de S. tutea (Gráfica 3), el extracto metanólico presenta 

mayor actividad con respecto al cloramfenicol. Este hecho es único en el trabajo y 

muestra que esta cepa, es la más sensible, por tal motivo, esta se seleccionó para 

evaluar la actividad antibacteriana en la siguiente parte del estudio. 

Halo de inhibición (mm) 
35 .-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

o 

Extracto acuoso Control positivo 
Extracto metanólico Control negativo 

::r:: ±Desv.est. 
c::::J ±Err.est. 

e media 

Gráfica 3. Sensibilidad de la cepa S._lutea con el extracto metanólico de hojas de P. laevigata. 
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6.3.2.2. Determinación de la actividad antibacteriana de manera cuantitativa. 

Concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida minima (CBM) 

La evaluación cuantitativa de los extractos acuoso y metanólico se describe en la 

sección 5.3.1.2. de la metodología. Los resultados se muestran en la siguiente 

tabla: 

Bacterias Acuoso Me OH 
CMI (ua/ml) CBM (ua/ml) CMI lua/ml) CBM lua/ml) 

B. subtilis 10 20 20 40 
S. aureus 40 80 20 40 
S. epidermidis 20 40 20 40 

s. lutea 10 20 20 40 
E. coli 100 200 40 80 
P. aeruginosa 1 100 200 40 80 
V. cho/erae El ter 200 500 >1 . .1 
V. cholerae ce 100 200 20 .· .40···· 
v. cho/erae agua 80 100 >.1. < .. ... . '\ • .' :i· .• 1... .:.. - .. 
V. cholerae No-01 100 200 80 .. •··· ......• ::- ~~'.-,: ~~-:; - .100 ·•·.· 

. 

Tabla 14. Determinación de la concentración minima inhibitoria (CMI) y Ja concentración ·bactericida minima 
- (CBM) del extracto acuoso y metanólico. 

Estos resultados muestran· uniformidad en la actividad antibacteriana del extracto 

metanólico, sol::>re;'.cepa.i{Gram positivas, ya que en todos los casos ambos . ' " .. ·, - . ~.: .. , . 
parámetros .evaluados son- iguales. Esto refleja que probablemente el o los 

principios a~tívos á·f~ctan la función de la pared celular de este tipo de bacterias. 
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El extracto acuoso, en la mayoría de las bacterias, presentó menor actividad que 

el extracto metanólico, ya que fue necesario el doble de extracto para alcanzar los 

parámetros evaluados (CMI y CBM). Esto podría ser un reflejo de que el extracto 

metanólico contiene más compuestos activos y posiblemente en mayor cantidad. 

Por tanto, este último extracto fue seleccionado para hacer el estudio fitoquímico, 

buscando el o los principios activos. 

6.4. Estudio fitoquímico 

6.4.1. Bioensayos para el fraccionamiento del extracto metanólico 

Los resultados que se presentan en la tabla 15 muestran que todas las fracciones 

que se obtuvieron a partir del extracto metanólico, fueron activas para la cepa S. 

Jutea. Sin embargo, el grupo de fracciones que tuvo actividad tanto en Gram 

positivas como negativas, fueron las alícuotas de la 167 a la 232, a este grupo se 

les denominó fracción P .L (1) y se seleccionó para aislar sus componentes. En las 

otras fracciones activas no se separaron sus componentes ya que al monitorear el 

desarrollo de la columna por ccf, mostraban gran diversidad de componentes y 

con poca concentración de cada uno de ellos. 

El fraccionamiento del extracto metanólico provocó un incremento en la actividad, 

ya que hubo un aumento en el diámetro de los halos de inhibición, aun cuando la 

cantidad aplicada en los sensidiscos, fue la mitad que la empleada con el extracto. 

Lo anterior se debe a que al separar mediante la cromatografía, el o los 

compuestos activos, se aumenta la concentración de estos en una fracción. 
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- -- - Halos de inhibición± 0.5 mm 
Fracción -· (500 -; a/disco) 

S. lutea -••-' -- - - · E. coli 
C- ' - ': '; --- --, ' ' - ,-

C+ -- ,' 30 ._J. -... ", ; ', - " 26 
1-9 ··- .· 

10-16 -· 
19-21 9 
22-80 
81-96 9 ' 

97-106 20 
107-166 23 11 

167-232 P.I (1) 34 19 
234-243 20 13 

Tabla 15. Evaluación cualitativa (Kirby-Bauer} de fas fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del 
extracto metanólico. Control positivo Cloramfenicol 30 µg/disco (C+}, control negativo metanol (C-). No hubo 
inhibición del crecimiento(-). 

6.4.1.1. Separación de la fracción P.I. (1) 

La fracción denominada P.I. (1) (167-234, 15 g) se separó y a cada grupo de 

fracciones obtenidas, se les evaluó la actividad antibacteriana de la misma forma 

que en la cromatografía anterior, solo que en este caso se cambió la 

concentración de los sensidiscos a 250 µg/disco. 

Los resultados del bioensayo se muestran en la tabla 16 donde se observa que la 

fracción 50-89 denominada P.I. (2) tuvo mayor actividad antibacteriana, y el mejor 

rendimiento {4.2 g). Por tanto. esta fracción fue seleccionada para su posterior 

separación. 

59 

----------;]-- ·:-:·-. ,·:(',11\'7' 

~ ~'. T\ f 
------· __:__~:-__ .::.'_ .• ··-'--~~: 'j 



Halos de inhibición± 0.5 mm 
Fracción (250 ua/disco) 

S. lutea E. co/i 
C- - -
C+ 30 26 
1-2 - -
3-9 - -

10-12 10 9 
13-15 13 11 
16-34 15 10 
35-49 23 10 

50-89 P.I (2) 30 15 
90-100 - -

Tabla 16. Evaluación cualitativa (Kirby-Bauer) de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna de 
la fra=i6n P.I. (1). Control positivo Cloramfenicol 30 µg (C+), Control negativo metanol (C-). No hubo 
inhibición del crecimiento (-). 

6.4.1.2. Separación de la fracción P.I. (2) 

La separación de la fracción P.1.(2) originó cinco grupos de fracciones. con 

actividad antibacteriana, los resultados del bioensayo se muestran el la tabla 17. 

Cabe resaltar la actividad de los grupos de fracciones 46-59, denominada P.1.(3) y 

50-61, denominada P.1.(4), debido a que presentaron mayor actividad. 

El principal componente de la fracción P.I (3) fue sacarosa (1.5 g), lo cual indica 

que el o los compuestos activos se encontraban en mínimas cantidades en dicha 

fracción. Debido a ello, esta fracción no se continuó analizando. La fracción P.1.(4), 

fue la que presentó mayor actividad antibacteriana y rendimiento. Por tanto, en el 

proceso de purificación se continuó con esta fracción. 
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Halos de inhibición ± 0.5 mm 
Fracción 

·. 
(250 u a/disco) 

S. /utea E. coli 
C- - -
C+ 30 26 
1-6 - -

7-10 - -
11-23 - -
24-30 22 10 
31-45 23 12 

46-49 P.I (3) 25 12 
50-61 P.I (4) 30 15 

62-68 11 9 

Tabla 17. Evaluación cualitativa (Kirby-Bauer) de las fracciones obtenidas de la cromatografía en columna de 
la fracción P.I. (2). Control positivo Cloramfenicol 30 µg (C+), Control negativo metano! (C-). No hubo 
inhibición del crecimiento(-). 

6.4.1.3. Separación de la fracción P.1. (4) 

La fracción P.I (4) presentaba al menos dos componentes principales. Por lo que 

se procedió a su separación. En el proceso de purificación, solo se obtuvo un 

grupo de fracciones activas 24-30, denominada P .1 (5) (150 mg). Esta fracción en 

ccf mostraba dos componentes, al separarlos, solo se logró obtener 3 mg de cada 

uno. Sin embargo, estos compuestos no fueron activos. 

6.4.1.4 Extracto metanólico de hojas (segundo proceso) 

Con la intención de aislar el compuesto responsable de la actividad antibacteriana, 

que se encuentra presente en el extracto metanólico de las hojas de P. /aevigata 

se realizó un segundo proceso de extracción, el cual es descrito en la 

metodologia. 

En el proceso de separación, se obtuvieron 8 g de la fracción denominada P.I. (3 

II). de la cual se cristalizaron 4.2 g de sacarosa. Los componentes de las aguas 

madres se separaron por medio de una columna de sephadex LH-20. 
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De las cuatro fracciones denominadas IS; IIS; llIS y IVS. Obtenidas de la columna 

de sephadex sólo la fracción IS (208 mg) pr~sentó actividad antibacteriana. Esta 

fracción mostraba dos componentes los cuales fueron separados en una 

cromatografía en columna. Se obtuvo una fracción activa, de naturaleza polar, 

absorbía la luz UV a 366 nm y reaccionaba con el cloruro férrico, así que se 

dedujo que se trataba de un flavonoide glucosilado. Esta fracción se descompuso 

al tratar de purificarla, mediante una cromatografía en placa preparativa. Por lo 

que se propone para estudios posteriores emplear otros sistemas cromatográficos 

para realizar la purificación de estos metabolitos. 

6.4.2. Principales metabolitos secundarios aislados de las hojas de P. 

/aevigata 

6.4.2.1. Extracto metanólico 

A) Pinitol 

De las fracciones 10-15, obtenidas de la separación del extracto metanólico, se 

aisló un sólido cristalino blanco, con p. f. de 186-188 ºC, al cual se le realizaron 

los estudios de IR, RMN 1 H y masas. 

El espectro de infrarrojo en nujol muestra dos bandas anchas en la reg1on de 

3400.184 y 3316.6óic;:'m~}·: las cuales corresponden al grupo hidroxilo. En la región 

de 2953.81 o; 29~3.jfü~}Y;'.2.853.903 cm-1 se observan las señales características 

de la unión caibo?ío-'t1i~·;.ó9'e;:;o. La banda de confirmación del grupo hidroxilo de 

azúcares se ot:Íse.rvá::"en la zona de 1072.214 cm·1 (Pretsch et al., 1980). Estos 

datos sugieren que!. e!l1 ;el metabolito aislado es un compuesto orgánico que 

únicamente presentaba grupos hidroxilos de azúcares (Espectro 1 ). 
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El espectro de RMN 1 H (Espectro 2) muestra en 13 3.4265 una señal característica 

de los protones de metoxilo y entre 13 2.9387 a 3.0295 varias señales del protón 

base del grupo hidroxilo de ciclitoles (Tabla 18) . 

.... 
Desplazamiento (13) Multiplicidad Integración Interpretación 

3,4265 s 3H Metoxilo 

2.9387 a 3.3992 m Base deOH .·. 
•. 

Tabla 18. Desplazamientos químicos en RMN 1 H del pinito!. 

Por los resultados espectroscópicos y el punto de fusión se supuso que el 

metabolito aislado era pinito!, un derivado metoxilado del inositol. Para confirmar lo 

anterior el espectro de RMN 1 H fue comparado con el espectro número 7531 del 

catálogo Sadtler y por la similitud entre ambos espectros se concluyó que 

realmente se trataba del pinito! (12) (Sadtler, 1988) 

OH OH 

~ 
hH10H 

OH 

Pinito! (12) 

El espectro de masas . obtenido mediante la técnica de FAB-MS (Espectro 3) 

presenta la señal .del ion molecular 195, el cual coincide con la fórmula molecular 
- i ,--r;·-."' 

C7H140s M+1, que_cóincide con·e1 peso molecular del pinito!. También se observa 

el ion 180 que cÓincide con la pérdida del grupo metoxilo. 
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B) Sales de Potasio 

De la fracción 168-190 se aisló un sólido cristalino blanco cuyo p. f. es superior a 

los 500 ºC. Al realizar el ensayo a la flama se produce el color característico de las 

sales de potasio. 

C) Ácido 4-hidroxi-pipecólico 

De la fracción 234-243 (eluida con metanol} se obtuvieron cristales blancos con 

forma de aguja. Su punto de fusión fue de 307 ºC, a los cuales se les realizaron 

los estudios de IR. MS, RMN 1 H y RMN 13C. 

El espectro de infrarrojo tanto en pastilla como en nujol mostró varias bandas en la 

región de 3267.77 a 2496.34 cm-1
, que corresponden al grupo amida, además de 

una banda en 1610.6 cm-1 reportada para N-H; esto junto al punto de fusión tan 

alto sugiere que se,trata de un aminoácido (Silverstein, 1991} (Espectro 4). 

El espectro de RrlÁNh1 t-if- (Espectro 5) presenta una señal en multiplete con 

integración para'¡jºf¡~ef~f5tÓn~~n el intervalo cS 4.068 a 4.115, característica del protón 

base de un grupci~'6t:i~'''Ei,:éj~ región entre cS 3.747 a 3.799 la señal es de un doble 

de dobles (J~3:sY3:3j I~ .=:u~I corresponde a un protón del carbono ex. La zona entre 

cS 3.141 a 3,\:¡--55:~~~stra un multiplete, con integración que corresponde a dos 

protones de un metileno vecino a un grupo amino, En el intervalo cS 2.115 a 2.038 y 

1. 735 a 1 '.87,1 se observan multipletes que por su desplazamiento quimico y su 

integración se atribuyen a dos grupos metileno (Tabla 19). 
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Desolazamiento (o) Multiplicidad Integración Interpretación 
4.068-4. 115 m ' H Base de OH 
3.747-3.799 dd (J 3.6,3.3) H Vecino a COOH y 

NH 
3.141-3.185 m 2H CH2 vecino NH 
2.115-2.036 ·m 2H CH2 
1.735-1.871 :m 2H CH2 

Tabla 19. Desplazamientos qufmicOs en RMN 1 H del ácido 4-hidroxi-pipecólico. 

El espectro de RMN13C mostró los siguientes desplazamientos químicos (Espectro 

6): en o 175.01 una señal que corresponde un carbonilo, dos señales de metinos, 

una a o 62.631 característica de un C unido a OH y otra que aparece en o 54.752 

(esta señal es típica del carbono a.), el cual soporta al nitrógeno y al grupo 

carboxilo, además se observan tres desplazamientos para metilenos, en o 39.351, 

o 33.601 y o 28.734 (Castells, 1980) (Tabla 20). 

Número de Carbono Desplazamiento (o) Asignación por DEPT (o) 
Carbonilo 175.01 

2 54.752 CH 
3 33.601 CH2 
4 62.631 CH 
5 28.734 CH2 
6 39.351 CH2 

Tabla 20. Desplazamientos qui micos en RMN 13C y DEPT del ácido 4-hidroxi-pipecólico. 

El espectro DEPT corresponde con las señales del espectro de RMN 13C, 

confirmando· que en la molécula hay tres metilenos CH2 en 39.339, 33.613 y 

28.733; dos=m,etinos CH en 62.633 y en 54:737; y un carbono cuaternario en 

175.01 (Espedró 7). 

El espectm'.6os~(Espectro 8) muestra correlación del protón unido al carbono a. 

(C2 o 3.47 a 3.79)con dos protones de metileno, presentes en 8 2.145 a 2.038 y o 
1. 735 a 1.871 (C3); por otro lado tenemos correlación entre los protones 
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metilénicos vecinos al grupo amino (C6 cS 3.141 a 3.185) con dos protones de un 

grupo metileno (C5 cS1. 735 a 1.871 ). De acuerdo a estas correlaciones podemos 

asignarle al protón base del OH el número C4. 

Las correlaciones heteronucleares se observan en el espectro HETCOR, así 

podemos ver la correlación de la señal del C4 (cS 62.533) con su protón (o 4.068-

4. 115). La señal del C2 (cS 54.737) con el protón en cS 3.74-3.799. El C6 (cS 39.339) 

se correlaciona con los protones cS 3.141-1.185, el C3 (o 33.613) con los protones 

cS 2.238-1. 715 y la correlación del C5 (cS 28. 733) con los protones en cS 1. 735-

1.571 (Espectro 9). 

La estructura propuesta corresponde al ácido (-) trans 4-hidr-oxi-L-pipecólico (13) 

un aminoácido no proteínico derivado de la lisina. 

El espectro de masas por impacto electrónico (Espectro 1 O) presenta un ion 

molecular. de. miz 145, congruente con la fórmula molecular C 6 H1103 N, y 

concuerda con la estructura propuesta. El patrón de fragmentación propuesto a 

partir del espectro de masas se observa en la figura 12. 
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O) Sacarosa 

OH &='45 
M-45 . .- NH · COOH 
COOH .-

~ c5 ~H.OCiSJ 
N+ 
H 

miz 100 

o-CH~CH (26) 

N+ 
H 

m/z82 m/z56 

Figura 12. Patrón de fragmentación del ácida 4-hidroxi-pipecólico. 

En el proceso de fragmentación del extracto metanólico se aisló un sólido 

cristalino con forma cúbica, con p.f. de 190 ºC. A estos cristales se fes realizaron 

los estudios de RMN 1 H y RMN13C. 

El espectro de RMN 1 H (Espectro 11) muestra en fa región o 5.3877 a 5.3686 un 

doblete (J 3.78) característico del protón anomérico de fa glucosa. En fa región 

entre 15 4.2 a 4.0 se observa un multipfete que se atribuye a los grupos metinos de 

azúcares. La zona de 15 3.9 a 3.5 muestra un multipfete que se atribuyen a tres 

grupos metifenos de azúcares (Tabla 21). 
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Oesolazamiento (o) Multiolicidad Interpretación 
5.4 - _d (J3.78) Anomérico de la 

•.• glucosa 
4.2-4.0 m Metinos de 

azúcares 
3.9-3.5 m Metilenos de 

azúcares 

Tabla 21. Desplazamientos qufmicos en RMN 1H de la sacarosa 

El espectro de RMN 13C (Espectro 12) muestra una señal en la zona o 105 

correspondiente al carbono anomérico de la glucosa, en o 94 la señal corresponde 

al carbono anomérico de la fructosa. También se observan siete desplazamientos 

en la región entre o 84 a 70, típicas de los grupos metinos de azúcares y por 

último se observa la presencia de tres señales de metilenos en la zona de o 65 a 

62 (Tabla 22). 

Asignación por '"'C (o) Número de señales Interpretación 

105 1 Anomérico de la glucosa 

94 1 Anomérico de la fructosa 

84-70 7 Metinos de azúcares 

65-62 3 Metilenos de azúcares 

Tabla 22. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de la sacarosa. 

Los resultados de los espectros de RMN 1 H y RMN 13C, además del p.f., indicaban 

que se trataba de sacarosa. Para confirmar lo anterior el espectro de RMN 1 H se 

comparó con los espectros de la sacarosa (6242) y del acetato de la sacarosa 

(12573) del catálogo Sadtler y por la similitud de espectros se concluyó que el 

compuesto aislado era sacarosa (Sadtler, 1969 y 1972). 
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6.5.2. Extracto de acetato de etilo 

A) Cera 

El fraccionamiento del extracto de acetato de etilo se llevó acabo mediante 

cromatografía en columna. De la fracción 4-11 se aisló un sólido blanco cuyo 

punto de fusión es de 78-80 ºC. Se obtuvo el espectro de IR y sólo se observan 

las bandas características de una cera, las cuales corresponden a un grupo 

carbonilo (1725.69 cm"1 ) y de carbono-hidrógeno (2855.29 cm·1 • 2927.33 cm·1 y 

2956.38 cm"1
) (Espectro 13). 

B) Glucósido de sitosterol 

A partir de la fracción 99-105 se aisló un sólido amorfo blanco, que descompone a 

284 ºC. El rf de este compuesto coincide con el de una muestra auténtica del 

glucósido de sitosterol (evaluado en varios sistemas cromatográficos). 

Glucósido de sitosterol (15) 
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7. Discusión 

El rendimiento (% de sólidos) de los extractos preparados a partir de la raíz, el 

tallo y las hojas de P. /aevigata, indica que la mayor parte de los compuestos 

presentes, en las diferentes partes de la planta son polares. Puesto que en la 

mayoría de los casos, el rendimiento de los extractos metanólicos fue mayor, 

destacando el extracto de hoja, en el que se obtuvo el 15.65% de rendimiento. Por 

tanto, las hojas de P. /aevigata son ricas en metabolitos de naturaleza polar. 

Los reportes de la medicina tradicional indican, que el mezquite es empleado para 

el tratamiento de enfermedades infecciosas producidas por bacterias, como 

infecciones de la garganta y de los ojos, así como dolor de estómago y disentería. 

Sin embargo, no se especifica, que parte de la planta se utiliza para el tratamiento 

de dichas infecciones. 

Las enfermedades de la garganta y de los ojos, pueden ser causadas por diversos 

agentes patógenos, como pueden ser virus y bacterias. En esta investigación se 

utilizó -a B.- subtilis, debido a que generalmente, esta bacteria, produce infecciones 

de ojos,_- de_ oídos, del tracto urinario y del tracto respiratorio (Turnobull, 1996). 

También s_e utilizó una cepa de S. aureus, especie que se relaciona típicamente 

con-infecciones del tracto respiratorio. Además, esta bacteria se puede encontrar 

en - cuadros de osteomielitis, endocarditis, flebitis, meningitis e infecciones de la 

piel-(Foster, 1996). 

S. epidermidis, es un comensal de la piel. Sin embargo, esta especie junto con S 

aureus y _P. aeruginosa, en pacientes inmunocomprometidos, son las principales 

causas de infecciones hospitalarias (Foster, 1996; lgleski, 1996). Estas especies, 

han desarrollado resistencia a múltiples antibióticos, antisépticos y desinfectantes. 
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Las infecciones gastrointestinales son producidas por bacterias coliformes Gram 

negativas, entre las cuales podemos mencionar a E. coli. E. aglomerans, y S. 

typhi. Las infecciones de este tipo, son uno de los problemas de salud en países 

subdesarrollados, afectando principalmente a la población infantil. 

En el presente trabajo, se evidenció, que solo los extractos polares (acuoso y 

metanólico), obtenidos de las hojas de P. /aevigata, tienen actividad antibacteriana 

en las cuatro cepas Gram positivas con las que se realizaron los bioensayos (S. 

/utea, B. subtilis, S. aureus y S. epidermidis). En contraste, dichos extractos, sólo 

fueron activos en seis de las ocho cepas Gram negativas (E. co/i, P. aeruginosa. y 

cuatro cepas de V. cho/erae). Estos resultados muestran que el uso del mezquite 

en la medicina tradicional, puede ser eficaz para combatir las infecciones de los 

ojos y de las vías respiratorias altas. 

Los parámetros antimicrobianos que se determinaron (CMI y CBM), muestran en 

la mayoría de los casos, que el extracto metanólico fue más activo que el extracto 

acuoso. Esto probablemente se deba, a que los extractos acuosos generalmente 

presentan compuestos que promueven el crecimiento bacteriano, como 

carbohidratos y aminoácidos. 

El fraccionamiento del extracto metanólico fue biodirigido, con el propósito de 

aislar el o los metabolito (s) responsable (s) de la actividad antibacteriana. Sin 

embargo, no se logró aislar y caracterizar, debido a que probablemente existan 

fenómenos de sinergia entre los compuestos. Por otro lado, al menos uno de los 

compuestos activos es lábil, puesto que al seguir el proceso de separación 

mediante ccf se observó su descomposición. Además, en las hojas de P. 

laevigata, están presentes varios metabolitos que tienen dicha actividad, pero son 

componentes traza, por lo que no se pudieron aislar. Por tanto, se recomienda que 

en estudios posteriores se utilicen otros métodos de separación. 
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Las hojas de P. /aevigata, contienen pinitol. Este, es uno de los principales 

osmolitos presentes en las familias Pinaceae y Leguminoseae. Se ha observado la 

acumulación de este compuesto en plantas tolerantes a altas concentraciones de 

sal y en plantas tolerantes al estrés hídrico (Nguyen y Lamant, 1988; Smirnoff, 

1988; Bray et al., 2000; Noiraud, 2000;). El suelo de Zapotitlán Salinas, es 

considerado salino. Ahora bien, tomando en cuenta que la zona es árida y que la 

planta es una de las especies vegetales dominantes en la región, se puede pensar 

que la misma, ha desarrollado adaptaciones que le permiten establecerse en tales 

condiciones de estrés. 

Las plantas que crecen en suelos salinos, incrementan el transporte de iones 

como el potasio y el calcio para disminuir los efectos tóxicos del sodio (Niu, 1995). 

Lo anterior, puede explicar en parte la presencia de sales de potasio en las hojas 

de P. /aevigata. 

A partir del extracto metanólico se aisló el ácido 4-hidroxipipecólico. Este, se ha 

aislado también de las semillas y las hojas de varias leguminosas, como Acacia, 

Calliandra y Phaseo/us. (Zacharius et al., 1954; Virtanen y Sigridkari, 1955 ; Clark 

y Mortimer, 1961; Romeo, 1983). El ácido pipecólico tiene actividad antifúngica 

(Brenner y Romeo, 1986) y fitotóxica (Rosenthal, 1987). Dichas actividades han 

sido relacionadas co.n la probable resistencia a patógenos. 

Las pl~nt~:s~i.~·~t'~i-: sometidas a un déficit de agua, como es el caso de los 

mezquites.r.·tj~~':[~'·¿;~cien en Zapotitlán Salinas, presentan mecanismos de 

adaptación·. ci-8·~¿;:~¡· cierre de los estomas y el ajuste en el potencial osmótico del 
- .·· -"·•-·"'--' .. -·· .. ··-· 

citop1a";;ma/p:~y¿¡·~'1~:t6i:ia1 ·incrementan la cantidad de solutos. Estos, son moléculas 

sin car~a ;j·z~ittWWhiéas, como la sacarosa aislada de las hojas del mezquite. Los 

soluto~ ,el~~~~''·(~zt¿mperatura de desnaturalización de las proteínas globulares, 

evit.;¡n la l~hi~iC:iÓn;:·de la actividad enzimática causada por sales inorgánicas y 

estabilizan a· las proteínas unidas a la membrana celular (Geiger y Servaites, 
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TESIS CtJl1..~-

72 FALLA DE ORIGEN 



1991; Muñoz-Clares, 1994 ). Además, la sacarosa es el principal producto de la 

fotosíntesis, y se considera regulador metabólico (Porchia et al., 1999). 

El extracto de acetato de etilo presentó ceras. las cuales son comunes en la 

superficie aérea de las especies vegetales. Las ceras son ésteres de ácidos 

grasos con alcoholes de cadena larga (Pine, 1988), que forman la cutícula vegetal, 

debido a lo cual son llamadas ceras epicuticulares. Estas, evitan la evaporación o 

pérdida excesiva de humedad. También, protegen a la planta de la pérdida de 

solutos, la radiación UV y contra la invasión de hongos, bacterias e insectos. 

El glucósido de sitosterol se aisló del extracto de acetato de estilo. Este 

compuesto forma parte de las membranas celulares de vegetales. Participa en la 

síntesi;;:·c:fe· celulosa (Peng et al., 2002). También se ha reportado que tiene un 

efecto inhibidor en la reproducción de trofozoitos de Giardia gamb/ia y Entamoeba 

histolytica, esta última es el agente infeccioso en algunos casos de disentería 

(Arrieta et al., 2001 ). 
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8. Conclusiones 

La parte de la planta P. /aevigata donde se encontró actividad antibacteriana sobre 

bacterias Gram positivas y Gram negativas son las hojas. 

Los extractos acuosos y metanólicos de las hojas son los activos en las cepas: S. 

tutea, B. subtilis, S aureus, S. epiderrnidis, E. co/i, P. aeruginosa, y cuatro cepas 

de V. cho/erae. 

Los parámetros antimicrobianos evaluados (CMI y CBM), indican que el extracto 

metanólico es más activo que el acuoso. La CMI en bacterias Gram positivas se 

encuentra entre el rango de 1 O a 40 µg/ml y la CBM entre 20 a 80 µg/ml. En el 

caso de las bacterias Gram negativas, la CMI oscila entre 1 a 200 µg/ml y la CBM 

entre 1 a 500 µg/ml. 

El uso etnobotánico del mezquite esta justificado puesto que en este trabajo se 

comprueba que las hojas de P. /aevigata tiene actividad antibacteriana. Además 

puede ser efectivo contra la disentería causada por Entamoeba histo/ytica. Debido 

a que las hojas contienen glucósido del sitosterol que ha sido reportado con dicha 

actividad. 

El extracto metanólico de las hojas de P. /aevigata contienen varios metabolitos 

con actividad antibacteriana, sin embargo, no se pudieron aislar ya que son varios 

compuestos que están en trazas, son lábiles y es posible que exista entre ellos el 

fenómeno de sinergia. 

El estudio fitoquímico de la especie P. laevigata permitió aislar los principales 

metabolitos de las hojas: pinito!, sales de potasio, sacarosa, ácido (-) trans-4-

hidroxipipecólico, ceras, y el glucósido de sitosterol. 
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Apéndice 1 

Determinación del rendimiento 

(Modificado de González y Peñalosa, 2000). 

Los extractos vegetales generalmente son obtenidos macerando el material 

vegetal con disolventes orgánicos de diversas polaridades (éter de petróleo, 

acetato de etilo, acetona, cloroformo, metano!, etc). Se tiene que tomar en cuenta 

la cantidad de planta que se va a utilizar, para posteriormente, determinar el 

rendimiento, o la cantidad de sólidos totales en el extracto. 

La determinación de sólidos totales para determinar el rendimiento se lleva a cabo 

quitando el exceso de disolvente mediante la destilación simple o la destilación a 

presión reducida. Los sólidos resultantes, se colocan en un recipiente (el cual con 

anticipación se encuentra a peso constante) y se secan por evaporación, hasta 

alcanzar peso constante, los cuales se determinan en una balanza analítica o 

semianalítica. 

Los cálculos se realizan por diferencia de peso: 

Rendimiento = Sólidos totales x _ 100 / Cantidad de material vegetal utilizada 
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Apéndice 2 

Método de difusión en agar o de Kirby-Bauer 

(Barry y Thornsberry, 1987; Vanden Berghe y Vlietnick, 1991). 

Este método se utilizará para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana 

de los compuestos puros y de las fracciones producto de las separaciones 

cromatográficas, la metodología será la siguiente: 

Medio. 

Se utilizará como medio de cultivo estándar el agar Müeller-Hinton (Bioxon 110-1), 

ya que promueve el desarrollo de la mayoría de los aislamientos bacterianos 

clínicamente significativos. Es importante que el medio alcance en la placa un 

espesor uniforme de 4 mm. Si es más fino, los antibióticos tienden a difundir más 

en dirección lateral, aumentando el tamaño de las zonas de inhibición; un agar de 

más de 4 mm de espesor produce una mayor difusión del antibiótico hacia abajo, 

con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibición. 

lnóculo. 

Con un hisopo estéril de poliéster se tocarán las superficies convexas de 4 o 5 

colonias de apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar 

(Escherichia co/i, Salmonella thypi, etc.). Se sumerge el hisopo en 3 mi de caldo 

tripteina soya (Bioxon 111), se enjuaga bien el líquido para descargar todo el 

material y luego se retira el hisopo. Incubar el tubo de cultivo a 37°C durante 

aproximadamente 2 a 3 horas, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente 

al estándar. Nº 0.5 de MacFarland. Esto equivale a una concentración de 

aproximadamente· 1.5 X 108 bacterias/mi. 

El estándar 0.5 de McFarland se prepara añadiendo 0.5 mi de sulfato de bario a 

99.5 mi de H2S04 0.36 N. (Hendrickson, 1987). La comparación de la turbidez 

entre el estándar y el caldo con el organismo en estudio se puede efectuar 
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observándolos contra una cartulina blanca con lineas negras horizontales, o en su 

defecto en un espectrofotómetro (Spectronic 21 Milton Roy) a 660 nm. 

Si la suspensión de organismos es más turbia que el estándar, se añade solución 

salina hasta igualarlas. Una vez logrado lo anterior, se sumerge un segundo 

hisopo de poliéster, estéril y seco en la suspensión bacteriana, y antes de retirarlo 

se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del 

tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar de Müeller­

Hinton. Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente; es 

aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la evaporación de 

cualquier exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente, se siembra 

mediante estría en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en 

ángulos de aproximadamente 60º luego de cada estría. 

Una vez seco el inóculo, la placa de Müeller-Hinton está lista para la aplicación de 

las muestras a las que se les evaluará su actividad antibacteriana. 

Aplicación de sustancias. 

Para este caso, se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diámetro hechos de papel 

whatman del Nº 5. En todos los casos se harán las diluciones necesarias par-a que 

los sensidiscos tengan la concentración deseada de producto. 

Al llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las 

sustancias a evaluar se colocan en la superficie del agar manualmente, utilizando 

una pinza estéril y deben colocarse por lo menos a 22 mm uno de otr-o y a 14 mm 

del borde de la placa para evitar que las zonas de inhibición se superpongan o se 

extiendan 'hasta el margen de la placa. Los sensidiscos se deben presionar 

suavemente'. con una punta .de la pinza, cuidando de no moverlos una vez 

colocados en su lugar-. Sobre cada sensidisco se coloca la concentración de cada 

extracto a evaluar. 
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Preparación de muestras. 

En cuanto a la evaluación de las fracciones, los sensidiscos se impregnaron con 

soluciones valoradas de las muestras hasta llegar a la concentración deseada de 

sustancia por disco; en este caso, se utilizarán diferentes solventes para 

solubilizar los compuestos, y posteriormente impregnar los discos dejando 

evaporar el solvente durante 12 horas. 

Controles negativos. 

Discos a los que se les agregará el solvente empleado para disolver el problema, 

dejándolos evaporar durante 12 horas (al igual que los experimentales). 

Control positivo. 

Se evaluará la sensibilidad de las cepas experimentales a sensidiscos con 30 µg 

de cloramfenicol (Barry y Thornsberry, 1987). 

Incubación. 

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de 

susceptibilidad, se les colocara en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 
. ·~ -- - ,_ - . '· -.'."- . - .. . ·- - . 

con termostato) a 35·°C;~sincmayor tensión de C02 • Es 
~ --· . - . ,. - 1 

C02 debido a qué.se f:?llede/on\1ar ácido carbónico en 

del agar, 'pl"()J6~~¡;'C:f~{;{';:¡W'::/d;;scenso del pH. El 

preciso evitar presión de 

la superficie humedecida 

desarrollo de algunos 
- . - : :'Ó· ~~~- _ , __ ,- ~- ,.-::_:._,r::~~,-;:.::éJ:~~r;. ::z. ,_,,~:-.:.:~_-::: :: ::-~:-.: '.·-,'¡_f;_>::--·- :-:-.· ----. ~- ~ 

microorgariismos:es:inhibi~o}i pH á.cido, lo cual tiende a estrechar falsamente la 

zona de i~hibi~ié'.~/A~f~¡'~':i,C):.í~"~ctiJidad de diversos antibióticos puede aumentar 

º dismin~·i;. c6ri·1~ ~~i~~ci~i'J)H.':~~::,duciéndose diferencias en 1as velocidades de 

difusión y ~lt~\:;;;6i~~~~~d~:?I~~ ~;j~~;;; 'de inhibición. Se incuban siempre placas con 

discos sin susf.~~C:i~·a ~~aluaf"6()rt1() é:CJntrol (control negativo). 

86 



Interpretación de resultados. 

Las zonas de inhibición se medirán con una r-egla de calibración en milímetros. En 

todos los casos, esta prueba se har-á por triplicado y se reportarán los valores 

promedio. 
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Apéndice 3 

Determinación de concentración mínima inhibitoria (CMI) y de 

concentración bactericida mínima (CBM) 

Método de macrodilución en caldo (.Jones et al., 1987 modificado por 

Avila, 1996). 

Preparación de reactivos y diluciones. 

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

Müeller-Hinton a la mayor concentración final deseada. La prueba se realiza en 

tubos de ensayo de 13 por 100 mm con tapa de rosca o con tapones de algodón. 

Para un pequeño número de pruebas se preparan diluciones al doble directamente 

en los tubos, del modo siguiente: Se colocan 2 mi de solución de trabajo de la 

droga en el primer tubo de la serie de diluciones. En cada uno de los tubos 

restantes es añadido 1 mi de caldo de Müeller-Hinton. Con una pipeta esterilizada 

se transfiere 1 mi del primer tubo al segundo. Después de mezclar bien el 

contenido del segundo tubo, se transfiere 1 mi con una pipeta diferente (en esta 

transferencia y en todas las sucesivas) al tercer tubo. El proceso continúa hasta el 

penúltimo tubo, al que se le quita 1 mi que se descarta. El último tubo no recibe 

agente antimicrobiano y sirve de control de crecimiento. Las concentraciones 

finales de antimicrobianos en esta prueba son iguales a la mitad a la serie inicial 

de dilución, debido al agregado de una concentración igual de inóculo en caldo. 

Inoculación e i_ncubación de los tubos. 

Se prepara,i.u{{if16é::ülo que contenga 106 a 107 UFC/ml (unidades formadoras de 

colonia/mi) aj:.i'~t~;,do la turbidez de un caldo de cultivo al estándar de turbidez (se 

utiliza el está~'c1-~r 0.5 de McFarland y diluyendo luego 1 :200 en caldo). Añadir a 

cada tubo, '1,'mí'del inóculo ajustado. Incubar los tubos a 35 ºC durante 16 a 20 

horas. No se recomienda la incubación en atmósfera de C02 a menos que sea 

esencial para el desarrollo del microorganismo. 
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Interpretación de resultados. 

La menor concentración de antimicrobiano que produce una inhibición completa 

del desarrollo visible representa la Concentración Mínima Inhibitoria (CIM). Una 

turbidez muy ligera o un pequeño botón de desarrollo o turbidez definida se 

considera evidencia de que la droga ha sido incapaz de inhibir por completo el 

desarrollo a esa concentración. 

Determinación de la concentración bactericida mínima (Finegold y Jo Baron, 

1989). 

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se 

realiza la prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema de dilución 

en caldo. Cuando la suspensión inicial del microorganismo es inoculada en los 

tubos de caldo, se toma una alícuota del tubo de control de crecimiento 

inmediatamente después de ser sembrado, la cual se inocula en una placa de 

agar de Müeller-Hinton para determinar el número real de unidades formadoras de 

colonia (UFC) del inóculo. Este número se obtiene al contar las colonias presentes 

luego de la inoculación de la placa de agar hasta el dia siguiente y por 

multiplicación del factor de dilución. 

Luego que se ha determinado la CIM, se siembra una cantidad conocida del 

inóculo (usUalmente O. 1 mi) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no 

presentaban turbidez luego de la incubación, en placas de agar Müeller-Hinton. El 

número de colonias que se desarrolla en estos subcultivos luego de incubar 

durante 18 horas se compara con el número de UFC/ml del cultivo original. En 

aquellos tubos que no presentaban turbidez, los microorganismos permanecían 

viables· o· bien, habían sido destruidos por el agente microbiano. Debido a que 

incluso las drogas bactericidas no siempre esterilizan totalmente una población 

bacteriana, la mínima concentración del agente antibacteriano que permite 

sobrevivir a menos de 0.1 °/o del inóculo original, se denomina Concentración 

Bactericida Mínima (CBM). 

í 
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Apéndice 4 

Técnica de 

concentración 

microdilución en 

mínima inhibitoria 

bactericida mínima (CBM) 

(Koneman, 1985). 

caldo 

(CMI) 

para 

y la 

determinar la 

concentración 

La técnica de microdilución tiene el mismo principio que el método de dilución en 

caldo, anteriormente descrita. La diferencia radica, en que la susceptibilidad de los 

microorganismos a los agentes antibacterianos se determina en microplacas de 

ELISA con 96 pozos o concavidades estériles. 

La microplaca se prepara colocando 50 µI de caldo Müeller - Hinton (Bioxon 260), 

adicionado con un volumen fijo que contenga las diferentes concentraciones del 

extracto, la fracción o el compuesto a probar. Se tapa la placa y se deja reposar 24 

hs, para que se evapore el solvente en el cuG; .se disolvió la sustancia a evaluar. 

El inóculo se prepara para que contenga 105 UFC/ml (unidades formadoras de 

colonia/mi) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estándar de turbidez (se 

utiliza el estándar 0.5 de McFarland y diluyendo luego 1 :200 en caldo). En cada 

uno de los pozos de la placa de ELISA, ya preparada con las diferentes 

concentraciones de la sustancia a evaluar, se colocan 50 µI de la suspensión 

bacteriana. 

Una vez preparada la placa, se incuba a 35 ºC durante 18 horas. 
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Después del tiempo de incubación se añade a cada concavidad 50 µI de una 

solución al O.So/o de TTC. Se deja incubar 30 minutos a 35 ºC. El crecimiento 

bacteriano se observa en los pozos que desarrollan una coloración morada, 

puesto que el colorante es reducido a formazán, produciendo un botón de color 

rojo - púrpura visible en el fondo del pozo. En contraste, donde no hay desarrollo 

bacteriano, la solución permanece clara. 
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Apéndice 5 

Técnica de bioautografía para el revelado de placas 

cromatográficas. 

(Hamburger y Cordel!, 1987). 

El método bioautográfico sirve para localizar la actividad antibacteriana de los 

diversos componentes de una placa cromatográfica. Para realizar el bioensayo 

una suspens1on de microorganismos es rociada en un cromatograma y 

posteriormente se incuba en una atmósfera húmeda para permitir el crecimiento 

bacteriano. 

Las zonas de inhibición son visualizadas por el cambio de color de diversos 

reactivos sensibles a la actividad de la deshidrogenasa, como diversas sales de 

tetrazolio. Las bacterias metabólicamente activas convierten dicho compuesto en 

formazan, el cual presenta una intensa coloración (rojo - púrpura) haciendo 

contraste con los compuestos antibacterianos presentes en la placa 

cromatográfica que se observan como zonas incoloras. 

Preparación de cromatogramas. 

Los cromatogramas se desarrollan en la fase móvil apropiada para cada caso. Se 

dejan secar para que al realizar el bioensayo no contengan residuos de solventes 

que den falsos positivos. Generalmente se revelan en luz UV para marcar con 

lápiz los diversos componentes de la ccf. 

Inoculo bacteriano. 

Se prepara un inóculo que contenga 106 a 107 UFC/ml (unidades formadoras de 

colonia/mi) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estándar de turbidez (se 

utiliza el estándar 0.5 de McFarland y diluyendo luego 1 :200 en caldo). 
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Realización del bioensayo. 

El cromatograma se coloca en una caja de petrí vacía y estéril y se rocía con el 

inoculo bacteriano y se deja incubar por 24 hs a 37ºC. Posteriormente la placa se 

rocía con una solución acusa (20 mg/ml) del cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) 

y se incuba 4 horas a 37ºC, para permitir el desarrollo de la coloración. 

Las zonas de inhibición se observan claras en contraste con el fondo que 

desarrolla una coloración rojo-púrpura, permitiendo la fácil localización de los 

compuestos con actividad antibacteriana. 
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Apéndice 6. Espectros 
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Espectro 5. Espectro de RMN1H del ácido 4-hidroxi-L~pipecólico. 
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Espectro 6. Espectro de RMN13C del ácido 4-hidroxi·L·pipecólico. 
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