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Introducción 

l. INTRODUCCIÓN 

Durante algún tiempo la búsqueda de nuevos agentes antimicrobianos de origen vegetal se vio 

sensiblemente disminuida debido a la gran revolución oca...~ionada por los antibióticos de origen 

microbiano (Cowan .. 1999; Miller y Gereau .. 2000; Newman et al ... 2000). Sin embargo .. en los últimos 

años .. el interés por los agentes antimicrobianos derivados de plantas ha resurgido notablemente. 

Muchas razones han contribuido a este hecho .. destacándose la aparición de un sin número de especies 

resistentes a los fármacos de uso actual. Así mismo .. el interés por desarrollar fármacos antimicrobianos 

más potentes y eficaces ha motivado ia búsqueda de nuevos productos de origen natural. Cabe destacar .. 

que en la medicina actual se ha incrementado el uso de antimicrobianos y otros productos derivados de 

plantas .. ya que algunos antibióticos tradicionales se han vuelto poco efectivos para el tratamiento de 

enfermedades infecciosas y virales. El creciente interés por este tipo de productos se debe a varias 

razones: En primer lugar .. las plantas constituyen un recurso natural abundante; así .. se estima que 

existen entre 250.,000 y 500 .. 000 especies de plantas en la Tierra y tan solo un pequeño porcentaje de 

éstas (-1-IOºA>) son utilizadas por el hombre y algunas especies animales como alimento .. y es posible 

que un porcentaje mayor sea empleado con fines medicinales. Así mismo .. el aumento en el número de 

personas afectadas por el virus de inmunodeficiencia humana (Vll-1) y otras enfermedades infecciosas 

ha motivado un incremento en las investigaciones sobre plantas con mira al descubrimiento de agentes 

antimicrobianos. Et uso de técnicas microbiológicas contemporáneas ha permitido comprobar que los 

extractos de plantas superiores de diversos géneros y familias poseen una actividad notable en contra 

de numerosas bacterias y hongos patógenos (Chattopadhyay et al ... 2001; Eloff .. 1998; Fyhrquist el al .• 

2002; Kararnan el al .• 2003; Kokoska el al .• 2002; Millcr y Gcrcau. 2000; Penna '"al .• 2001; Portillo et 

al .• 2001: Pundarikakshudu. el al .• 2001; Rabanal el al .• 2002: Tcgos el al .• 2002). 

En este creciente interés por los agentes antimicrobianos de origen vegetal. la medicina 

alternativa ha descn1pcñado un papel fundamental como criterio para la selección de plantas con 

principios antisépticos potenciales; de tal manera que se estima que el 74o/o de las plantas o productos 

derivados de ellas. seleccionadas por medio de este criterio han resultado activas como agentes 

antisépticos (Fyhrquist et al ... 2002: Millcr y Gcreau .. 2000;). En el caso particular de México .. un pais 

con una gran diversidad vegetal y una gran tradición en el uso de plantas con fines medicinales, muchas 

son las especies que go7..an de reputación tblklórica como agentes antisépticos. Investigaciones 

recientes indican que el 78°/o de las plantas rnedicina!es mas frecuentemente utilizadas por las 

comunidades rurales.. se emplean para prevenir o curar enfermedades de origen microbiano 



Introducción 

destacándose las de la piel~ las gastrointestinales y las respiratorias. En consecuencia. la flora medicinal 

de México ofrece buenas perspectivas para el descubrimiento de nuevos agentes con propiedades 

antisépticas (Rojas et al .• 2001 ). 

Para la determinación de la actividad antimicrobiana se emplean los métodos de dilución y 

difusión en agar. En general, los ensayos biológicos se realizan con una serie de microorganismos de 

prueba que incluyen bacterias Gram positivas (Baci/lus 'sublilis y Staphy/ococ:cus aureus), Gram 

negativas (Escherichia co/i, Salmonel/a typhi y Pseudomonas aeruginosa), levaduras (Cundida 

a/bicans) y hongos (Aspergi/lus niger y Trichophyton mentagrophytes). tanto resistentes corno 

susceptibles. 

La susceptibilidad de los microorganismos de prueba al agente potencial antimicrobiano se 

determina en dos fases: en la primera se realiza un ensayo cualitativo primario que permite detectar la 

presencia o ausencia de actividad. En la segunda, se cuantifica la potencia relativa (Koneman. 1989: 

Romero, 1994; V anden Berghe et al ... 1991 ). Para realizar el ensayo primario se utiliza generalmente, el 

método de difusión en placa de agar, en el cual las muestras a evaluar (extractos. fracciones o 

compuestos puros) contenidas en un rescrvorio se ponen en contacto con un medio apropiado 

previamente inoculado con el microorganismo de prueba. El ensayo se realiza en placas de Petri o en 

placas de 98 pozos~ después de un periodo de incubación adecuado se examina la placa en busca de 

zonas de inhibición del crecimiento microbiano alrededor del reservorio (Pa.xton. 1991; Stermitz et al ... 

2000: Vanden Berghc et al .• 1991 ). En can1bio. para cuantificar se emplea el método de dilución en 

agar, que permite calcular la concentración inhibidora mínima (CIM) de los productos ensayados. Los 

compuestos naturales se clasifican como antimicrobianos con base en pruebas de susceptibilidad que 

pcnnitcn establecer su concentración inhibidora mínima (CIM). considerándose como activos aquellos 

con CIMs comprendidas en el intervalo entre 100 y 1000 µg/mL. Un compuesto que es sintetizado 

como respuesta a una invasión patógena y que se requiere para proteger a la planta pero que muestra 

una pequeña actividad en pruebas de susceptibilidad in vitro no constituye necesariamente un agente 

antimicrobiano (Rabanal et ul .• 2002). 

La mayoría de los mctabolitos secundarios muestran una actividad considerable contra bacterias 

Gram (+)pero no contra Gram (-)y levaduras. Este comportamiento se debe a que las bacterias Gram 

(-)y las levadura están cubiertas por una membrana que posee una estructura tal que impide el paso de 

los compuestos antirnicrobianos; en cambio. las bacterias Gram (+) presentan una membrana que 

permite el paso de dichos compuestos. Aunado a esto. las bacterias Gram (-) poseen proteínas 

resistentes a los fármacos que se encargan de expulsar cualquier producto que pudiera penetrar a través 
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de la membrana externa de In bacteria. Esta última es la principal razón por lo que en la actualidad los 

antimicrobianos de origen vegetal no son utilizados de manera sistemática como antibióticos (Tegos et 

al .• 2002). Sin embargo, recientemente varios grupos de investigadores demostraron que algunos 

extractos vegetales contienen sustancias capaces de inhibir estas proteínas. lo cual explica la eficacia de 

muchos extractos utilizados como agentes antisépticos en las prácticas medicas populares (Stennitz et 

al .• 2000: Tegos e1 al .• 2002). 

En la actualidad las investigaciones conducentes a la obtención de principios activos vegetales 

se realizan mediante estrategias biodirigidas (Eloff. 1998; Miller y Gereau. 2000; Taylor et ~1 ... 1995) 

empleando un bioensayo conveniente para guiar el aislamiento de los constituyentes bioactivos. sin 

importar sus propiedades quími~as o sus concentraciones relativas en los extractos. Los estudios 

biodirigidos~ garantizan la obtC?nción de compuestos bioactivos .. muchos de los cuales pueden ser 

estructuralmente.novedosos·éoiltribuyendo no solamente al campo de la química farmacéutica .. sino 

también a ot~ árcaS ·más esPCcificas del conocimiento de los productos naturales (Eloff.. 1998; 

Fnrnsworth. J 991: Miller y Gereau. 2000). 

3 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. ANTECEDENTES DE LA ESPECIE Alvaradoa amorphoides. 

La especie Alvaradoa amorphoide.\· Liebrn, perteneciente a la familia Simaroubaceae. es un 

arbusto grande de 2 a 8 metros de altura. pudiendo alcanzar los 15 metros (Figura ta; Martincz. 1990). 

La corteza es de color gris y Ja mayoría de las veces lisa. sus racimos femeninos son muy densos con 

un arreglo similar al de un penacho. Sus flores son pequeñas verdes o blanquecino-ainarillentas y se 

presentan en racimos largos; el fruto es una sámara alargada color rosado y densamente ciliado (Figura 

lb). 

Alvaradoa amorphoides florece en los n1eses de Septiembre a Octubre. Su hábitat se encuentra 

en las selvas bajas caducifolias y percnnifolias. entre 385 y 1.370 metros sobre nivel del mar. En 

México se distribuye en los estados de Chiapas. Chihuahua. Durango. Guerrero. Jalisco. Michoacán. 

Oaxaca y Yucatán. Popularmente la población de estas localidades denominan a la especie con 

distintos nombres: palo de hormiga. pie de gallo. plumajillo. peinecillo (Jalisco)~ camarón (Chiapas); 

huachipil (Guerrero) ó Bc-sink-ché (Yucatán). 

En la literatura etnobotánica se describe que la especie Ab•aradoa amorphoides tiene diversos 

usos en la medicina popular de México. Así. en Yucatán la infusión que se obtiene del cocimiento de la 

corteza se emplea contra la comezón. como tónico digestivo y como remedio para la tos. En Guerrero 

las hojas se aplican a la piel para curar el mal dd pinto. También la concza molida se aplica localmente 

para sanar las heridas y en algunos lugares se cultiva como planta de ornato (Martinez .. 1990; Niembro. 

1986: Villarreal. J 992). 

Un estudio fitoquímico anterior de ésta especie pennitió el aislamiento de varias ant.raquinonas. 

las cuales se caracterizaron como el crisofanol ( 1 ) .. la crisofaneina (2) y la pulmatina (3) [Giral et u/ .. 

1974]. Wayne y colaboradores (1999) estudiaron las partes aéreas de la especie relacionada Alvaradoa 

jamaicensis caracterizando el crisofanol ( 1 )~ la fisciona ( 4) y las alvaradoinas A (5) y C (6) como Jos 

principales constituyentes de la especie. En el Cuadro t se muestran las estructuras de los metabolitos 

secundarios aislados del género A/varudoa. 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Fiaara l. A1-adoa _,,,.,,..-.s: (a) Arbuslo completo. (b) Flores. 
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c. 
Antecedentes 

Cuadro J. Mctabolitos secundarios aislados del género Alvaradoa. 

COMPUESTO 

~ 
~CH, 

o 

Crisofanol ( t) 

HOH2C O 
HO~o, 
HO~ 

OH~o O OH 

.& 

o 

Crisofaneina (2) 

Pulmatina (3) 

CH3 

ESPECIE 

Alvczradoa amorphoides 
Alvaradoajamaicensis 

Alvaradoa amorphoides 

Alvaradoa amorph'lides 

6 

REFERENCIA 

Giral et al .• 1974 
Wayne et al .• 1999 

Giral et al .• 1974 

Giral eta/ .• 1974 



Antecedentes 

Cuadro l. Metabolitos secundarios aislados del género Alvaradoa (continuación). 

COMPUESTO ESPECIE REFERENCIA 

Alvaradoajamaicensi ... Wayne et al .• 1999 

Fisciona (4) 

Alvaradoajamaicensis Wayne et uf .• 1999 

Alvarndoina A (S) 

Alvaradoa jamuicen.\·i ... Wayne et al .• 1999 

Alvarndoina C (6) 
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2.2.ANTECEDENTES DE LA ESPECIE Hof~ :u:"4°1Nri• 

El género HojiweiSkrla perteneciente a la tribu Eupatorieae de la tamilia Asteraceae comprende 

ocho especies, todas endémicas de México. En panicular, la especie Ho}iweislerla ~rl (A. Gray) 

King & Robinson se distribuye en los estados de Jalisco y San Luis Potosi, donde se conoce 

popularmente como únbar. Hofl-islerla .se~ habita en ambientes húmedos y cilidos; crec:e en 

las grietas de las rocas, en filtrw:iones y salientes húmedas. y la mayorla de las veces en las orillas de 

los arroyos; florece en los meses de Febrero a Abril. En la medicina popular se utiliza para el 

tratamiento de heridas y la intusión de sus hojas, sola o ac:ompallada con toronjiles, se empl• como 

agua de uso contra padecimientos del tracto gastroint-inal como vómito, diarrea y dolor de estómago. 

Es importante destacar que ninguna especie de este género ha sido objeto de estudios filoqulmicos ó 

biológicos previos. 

Fisura 2.. Ejemplar de '-bario de la especie Hojiwelsleria sc/eqffnerl. 
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Objetivos 

3. OB.JETIVOS 

Con base en las consideraciones indicadas en la pane introductoria acerca de la necesidad de 

encontrar nuevos agentes antimicrobianos. el objetivo principal del presente trabajo de tesis es 

determinar el potencial antibacteriano de los extractos y productos derivados de Alvaradoa 

amorphoidc~· y Flofmeisleria ~-,·hqffneri, con la finalidad de detectar nuevas fuentes naturales y 

compuestos útiles para el desarrollo de nuevos productos antimicrobianos de interés terapéutico. 

Paráel currl:plinÍié:rl~~ d~I ,o~je'ti,v·? general se contemplan los siguientes objetivos específicos: 
."·.,. ·"'.' 

.-;_··'\·',; ..... ·',' 
t. R~c~P:~~~:·t~ i~f~.~-~~¡.~·~:·b~t.~~~-~~·:,_~~~o~otánica y química de las dos especies vegetales 

s~lec:iº~I-~~~~¡~~~rfi~í1·~~d~1,~re;t?'e estudio. 
2. Dete~i!'lar,'~a.· a~ti_V~da _ . ..· b.i_an·~ preliminar de los extractos vegetales mediante la 

a~lif~~~~;~~~fü~L~i~iAfJ~iJ'f~'~i~;·gr~~ar con la fi~alid~d- de detec~ si son candidatos 
ap~op~a~o_~· .. ·~ara}real~z.ar:·~.un_?~estu~10'" fitoquímico b1odirtg1do con miras a obtener los 

prinC:Í~i-~~~~{h:~·¿¡c, ,f~~!;-L "·~ ······ ··· · 
3

· ~::t•::~~~~~~~=~:::::c:;il:::: ::p::r:::::~c:e5~ activas mediante la aplicación de 
4. EvaJUar los compuestos aislados aplicando la metodología n1icrobiológica indicada en el 

inciso dos. 

5. Correlacionar en lo posible los resultados obtenidos con la información etnobotánica y/o 

química previamente descrita en la literatura. 

6. Contribuir al conocimiento de los elementos constitutivos de la flora medicinal mexicana y. 

en general. de la biodiversidad de México. 
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Parte experimental 

4. PARTE EXPERIMENTAL 

4.1. PROCEDIMIENTOS GENERAi.ES. 

4.1.l. Análisis cromatográfico5. 

Para los análisis de cromatografia en capa fina tipo analítico (CCF) se utilizaron placas de 

aluminio de distintas dimensiones rccubienas con una capa de gel de sílice de 0.25 mm de espesor 

(silica gel Kieselgel 60 F2s4 Merck). Para la separación y purificación de los compuestos por medio de 

cromatografía en capa fina preparativa (CCFP) se utilizaron placas de vidrio de 20 cm x 20 cm 

recubienas con el mismo adsorbente. con un espesor de 0.25 mm (silica gel 60 Fis4 Mcrck). 

Para los análisis cromatográficos en columna abierta se emplearon columnas de vidrio 

empacadas con gel de sílice (sílica gel 60 Merck. tamaño de panícula 0.063-0.200 mm,. malla de 70-

230 µm). empleando varios sistemas de clución. Para visualizar las placas se utilizó una lámpara de luz 

UV (onda corta: 254 nm:. onda larga: 356 nm) y sulfato cérico como agente cromógeno (la composición 

del sulfato cérico se resume en el Cuadro 2):, para el desarE"ollo del color las placas cromatográficas se 

calentaron en una parrilla eléctrica con una temperatura aproximada de 110 ºC. 

Cuadro 2. Agente cromógeno utilizado para Jos análisis cromatográficos en capa fina. 

Reactivo 

Sulfato cérico 

Composición 
1 :?.O g de sulfato cérico 

22.0 mL de 1-1:oso_. 
350.0 g de hielo picado 

Refereacim 

Lowrcy et al; 1993 

4.1.2 .. Determinación de las constantes físicas., espectroscópica!I y espectrométricas de los 

productos naturales. 

Los puntos de fusión se midieron en un aparato Fisher-Johns y no están corregidos. Los 

espectros en el IR se registraron en un cspcctrofotómetro de rejilla Perkin-Elmer .. modelo 5998. 

utili7 .. a.ndo la técnica de pastilla de KBr o película. Los análisis de cspcctrometria de masas se realizaron 

en un cspcctrómetro de masas l-IP 5890. 
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Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protónica (RMN- 1H) y de Carbono 13 (RMN-

13C) .. se registraron en un aparato Unity lnova. marca Varian VXR-300S. el cual se operó a una 

frecuencia de 300 MHz: utilizando CDCb o DMSO como disolvente. Los desplazamientos quimicos se 

expresan en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS) que se utiliza como referencia intema. 

Los análisis indicados antcrionncntc se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la 

Investigación (USAI) de la Facultad de Química. UNAM. 

4.2. MATERIAL VEGETAL.. 

La corteza de la especie A/varadoa amorphoides se recolectó en Batopilas Chihuahua el 21 de 

febrero del año 2002. Las partes aéreas de la especie Hofmeisteri<1 schq[f"neri se recolectaron en San 

Luis Potosi en noviembre del 2002. 

En el Herbario Nacional (MEXU) se depositaron ejemplares de referencia de ambas especies. 

[Vouchers: R.Bye 21381 (Alvaradoa amorphoides), R.Bye & E.Linares 31018 (Hofmeisteria 

schqfTneri)]. La recolección e identificación de dichas especies fue realizada por c1 Dr. Robert Byc del 

lnstituto de Biología. UNAM. 

El material vegetal de ambas especies se secó a temperatura ambiente y se fragmentó en un 

molino Willey Modelo 4. 

4.3. ENSA VOS BIOLÓGICOS 

4.3 .. 1 .. Evaluación del potencial antimicrobiano para las especies Alvaradoa amorpltoid~s y 

llofn1ei~·teria schaffneri. 

4.3.1.1. Microorganismos de prueba y medio de cultivo. 

Para la realización de los bioensayos se emplearon cepas de microorganismos ATCC (American 

Typc Culture Collection) que incluyen bacterias Gram positivas [Staphylococcu_~ aureus (ATCC 

75923) y Bucillus .mhti/is (ATCC 6051)] y Gram negativas [Sulmonella typhi (ATCC 9992v). 

Escherichia coli (A TCC 10536) y P.\·e11don1onu.\· ueruginosa (ATCC 27853)]. 

11 
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Los microorganismos empicados fueron proporcionados por el Ccpario de Ja Facultad de 

Química. UNAM. 

Como medio de cultivo se utilizó agar nutnllvo~ este agar se rchidrato de acuerdo con las 

indicaciones de la casa comercial y se esterilizó en autoclave a 12 t ºC y 15 lb/cm2
• durante 30 minutos. 

4.3.1.1.1. Determinación del número de células por medio del estándar turhidimétrico de 

McFarland. 

El número de bacterias en un medio liquido puede ser determinado por la comparación visual de 

su turbidez con la de un estándar turbidimétrico que representa un número conocido de bacterias en 

suspensión. En el Cuadro 3 se enumeran los reactivos y las cantidades necesarias de las soluciones 

requeridas para la preparación del estándar turbidimétrico de McFarland. La turbidez generada por la 

mezcla de los reactivos a una determinada proporción corresponde a un número de células bacterianas 

presentes en el medio líquido (Bailcy y Scottºs. 1990). 

Cuadro 3. Estándar turbidimétrico de McFarland. 

No. de lubo 

0.5 2 3 4 5 6 

BaC12 1 ª/o (mL) o.os 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 

112SO,. 1% (mL) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 

No. Células (xto•1mL) 1.5 3 6 9 12 15 18 

4.3.1.2. Determinación de la concentración critica de antibiótico!I. 

7 8 

0.7 0.8 

9.3 9.2 

21 24 

9 

0.9 

9.1 

27 

JO 

9 

30 

Antes de llevar a cabo la detcrn1inación de la actividad antimicrobiana de los extractos y 

compuestos purosy se realizó la determinación de la concentración inhibidora critica de los antibióticos 

empleados como controles y que fueron seleccionados de acuerdo a las especificaciones de la literatura 

(Catálogo ATCC). Para ello se utilizó el método de difusión en agary empleando diferentes 

concentraciones del antibiótico a ensayar y utilizando como rcscrvorio discos de papel filtro (12 mm). 

Estas pruebas permitieron determinar las concentraciones criticas de cada antibiótico. 
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4.3.t..2 .. l .. Preparación de los inocutos. 

Los microorganisnios de prueba se sembraron en tubos con medio de cultivo inclinado durante 

24 horas a 37ºC. El cultivo anterior se cosechó con 3 mL de agua destilada estéril; 1 mL de esta última 

suspensión se seni.bró en un matraz Erlenmeycr que contenía SO mL de medio sólido de agar nutritivo y 

se incubó durante 24 horas a 37ºC. Posteriormente~ este último cultivo se cosecho con 1 O mL de agua 

destilada estéril. A partir del concentrado anterior se realizó una dilución 1; 19 y se ajustó visualmente 

el número de microorganismos a la turbidez correspondiente al estándar 0.5 de McFarland (Cuadro 3). 

4..3 .. 1 .. 2.2. Preparación de las concentraciones de antibióticos. 

En el Cuadro 4 se indica el disolvente cmplendo pnra la realización de la solución stock y para 

la preparación de las soluciones de los antibióticos. Los antibióticos utilizados como control positivo y 

sus concentraciones empleadas para la determinación de la concentración critica se muestran en el 

Cuadro 5. 

Cuadro -t. Composición de la disolución buffer peptona-cloruro de sodio pH = 7 .2 

NaH2PO~ 
Na,MPO,. 2H,o 
NaCI 
Peptona caseína 
Agua dcst i lada 

3.56 g 
7.23 g 
4.30 g 
1.00 g 

1000 mL 

Cuadro S. Controles positivos utilizados en el bioensayo. 

Microo~•ni:1mo 

Stapliylococcus aureus 
Sulmo11ella typhi 
E.<!icherichia coli 
Bacil/u"i suhtili.<t 

Pseudomona.,. uerugi11ose1 

Antibiótico 

Ampicilina 
Cloranfcnicol 
Cloranfcnicot 
Estreptomicina 
Gentamicina 

13 

Concentrac:ión 
(µ&/disco) 

10. 7.5. 5. 2.5. 1 
10. 7.5. 5. 2.5. 1 
1 o. 7.5. 5. 2.5. 1 
16. 12. 8. 4. 0.8 

25. 20. 15. 'º· 5 
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4..3. t .3. Bioensayo. 

Se inocularon 200 µL de la suspensión bacteriana por cada 100 mL de agar nutritivo. Las placas 

se prepararon agregando 10 mL de agar inoculado previamente con el microorganismo de prueba en 

cada caja Petri. 

Una vez solidificadas las placas de agar se colocaron cuatro discos en fonna equidistante en 

cada placa. Dos discos contenían 50 µL del antibiótico estándar y Jos otros dos contenían una 

concentración diferente (Figura 3). Las cajas se prcincubaron durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y luego se incubaron por 24 horas a 37 ºC. El ensayo se realizó por triplicado para obtener un 

valor de CIM. Posteriormente .. el ensayo se realizó cuatro veces más, para obtener un total de 5 valores 

de concentración crítica para cada microorganismo .. esto con el fin de poder realizar un tratamiento 

estadístico y así determinar la concentración a utilizar en la evaluación de los extractos y compuestos 

puros. La concentración de cada uno de los antibióticos de prueba seleccionados para su empleo como 

control positivo se presenta en el Cuadro 6. 

a 

A 
B 
e 
D 
E 

Concenlración 
(µg/disco) 

1 
2.5 

5 
7.5 
to 

(b) 

Solución de 
referencia 

Figura 3. Ensayo de difusión en agar: (a) Forma en que se colocaron los discos de papel filtro .. 

(b) concentraciones de los antibióticos a evaluar. 
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Cuadro 6. Concentraciones críticas de Jos antibióticos empicados como control positivo. 

Microorganismo 

Staphylococc:us aureus 
Bacillus ,\·uhtili.v 
Escherichia coli 
Sa/monella typhi 

P . .;e11don1011a.<t aeruginosa 

Antibiótico 

Ampicilina 
Estreptomicina 
Cloranfcnicol 
Cloranfenicol 
Gcntamicina 

Concentración 
(µg/disco) 

0.6 
0.4 
0.7 
0.9 
4.0 

Concentración utilizada en el 
ensayo 

(oig/disco) 
1.2 
4 

0.8 
1.1 

12.0 

4.3 .. 1.4. Determinación cualitativa de la aclividad antimicrobiana., por el método de difusión en 

at=ar. 

Para la determinación de la actividad antimicrobiana de los extractos. fracciones primarias y 

compuestos puros se siguió el mismo procedimiento empicado para la determinación de la 

concentración inhibidora critica de los antibióticos con algunas variantes. En cada caso se colocaron 

dos discos de papel filtro de manera equidistante (Figura 4); los discos se impregnaron con 200 J.lL del 

extracto o de las fracciones primarius disueltos en DMSO conteniendo 1 000. 500 y 100 µg en 200 µL. 

Los compuestos también disueltos en DMSO. se evaluaron a 100~ 10 y 1 µgen 200µL. Ademtls se 

utilizó el control positivo del antibiótico adecuado dependiendo del microorganismo de prueba~ a una 

concentración mayor a la concentración inhibidora critica determinada previamente. 

Disco 
impregnado con 
el antibiótico de 
referencia. 

Disco 
impregnado con 
la muestra de 
prueba. 

Figura 4. Evaluación del potencial antimicrobiano para los extractos. fracciones primarias y 

compuestos puros. 
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4.3.1.S. Determinación de la concentración inhibidora minima (CIM). 

Los valores de CIM que se presentan en este estudio se detenninaron de acuerdo al tratamiento 

de Linton. (Linton. 1983). 

4.4. ESTUDIO FITOQUÍMICO DE LA ESPECIE Alvaradoa a1norplroides. 

4.4.1. Preparación del ex.tracto. 

El material vegetal seco y molido (4 kg) se extrajo mediante un proceso de maceración con 30 

litros de una mezcla Cl-hCh:MeOH (1 :1) durante 15 días. Al finalizar este tiempo el extracto resultante 

se filtró y concentró al vacío obteniéndose 132.9 g de extracto seco. 

4.4.2. Fraccionamiento primario del c:xtracto total de la corteza de A/varadoa amorphoides. 

El extracto seco (132.9 g) se sometió a un fraccionan1icnto primario mediante particiones 

sucesivas utili7..ando CH2Ch. AcOEt y McOH acuoso (lOo/o) como disolventes (Esquema 1 ). 

De acuerdo con los ensayos de difusión en agar. las fracciones primarias FOOl y F002 

concentraron la actividad antimicrobiana. 

4.4.3. Fraccionamiento 5ccundario de la fracción activa FOOI. 

La fracción primaria activa F001 ( 15 g) se sometió a un fraccionamiento secundario mediante el 

método de cromatografia en columna abierta .. utilizando como adsorbente gel de sílice (329 g) y como 

cluyentes hcxano. hex-CH2Cli (diversas proporciones). CH2Ch. CH2 Ch-MeOH (diversas 

proporciones). De este fraccionamiento se obtuvieron 240 fracciones de 120 mL cada una. 
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Las fracciones obtenidas se monitorearon por cromatografia en capa fina. rcunléndose las que 

presentaron similitud cromatográfica .. obteniéndose así un total de 15 fracciones secundarias. En d 

Cuadro 7 se resume este fraccionamiento. 

Cada una de las fracciones resultantes se evaluó mediante el empleo de la técnica cualitativa de 

difusión en ag~r .. encontrándose que la actividad antimicrobiana se concentraba en las fracciones FOOJ

X y FOOl-XV. 

F001° 
(15 g) 

Material vegeral 
Corteza de A.lvaradoa a1norphoides 

(4 kg) 

~ ExtTacción vía maceración durante 15 
días con CH 2Cb:Me0H (1:1)~ 30 L 

~ Filtrar y concentraT al vacío 

Extracto total 
(132.9 g) 

Residuo vegeral 
extra(do 

~ Frnccionamiento primario. vía panición con 
CH1Ch. AcOEt y MeOH acuoso ( 10%) 

AcOEt 

F002º 
(10 g) 

• Fracciones activas 

MeOH acuoso ( 10%) 

F003 
(lOOg) 

Esquema t. Extracción y fraccionamiento primario de la corteza de A/varadoa umorphoides. 
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Cuadro 7. Fraccionan1icnto secundario vía cromatogrnfia en columna abierta de la fracción FOOJ de 

Alvaradoa amorphoide.s. 

Fracciones 

1-26 
27-38 
39-47 
48-56 

57-177 
178-195 
196-204 
205-210 
211-224 
225-230 
231-240 

• Fracciones activas 

Sislemade 
e lución 

Hexano 
l-lex: CH2Cb 
Hex: CH2Cl2 

Hex:CH2Cl2 
1-lex: CH2Cb 
Hex: CH2Cb 
Hcx:CH2Cb 
1-lex: CH2Cl2 

CH,CI, 
CH2CI,: MeOH 
CH2CI,: MeOH 

Proporción (o/o) 

100 
90:10 
80:20 
70:30 
60:40 
50:50 
40:60 
20:80 

100 
99:1 
50:50 

4.4-3.1. Aisla1Diento del crisofanol (1) y del P-sitosterol (7). 

Fracciones Clave 
combinadas 

1-14 FOOl-1 
15-26 FOOl-11 
27-36 FOOI- lll 
37-46 FOOl-IV 
47-58 FOOI- V 
59-64 FOOl-VI 
65-74 FOOl-Vll 
75-94 FOOl-Vlll 

95-101 FOOl-IX 
102-136 FOOI- X . 
137-140 FOOl-XI 
141-151 FOOl-Xll 
152-166 FOOl-Xlll 
167-230 FOOl-XIV 
231-240 FOOl-XV • 

De la fracción activa FOO t-X precipitaron de manera espontánea 1.2 g de un sólido cristalino en 

forma de finas agujas anaranjadas. con un punto de fusión de 200-201 ºC .. identificado como el 

crisofanol (1) por comparación con una muestra auténtica aislada de Rumex hymenosepalu."í (Guerrero 

Analco y Martincz Luis. 2002). 

De la fracción FOOl-Xll precipitó un sólido blanco (676 mg) .. el cual se purificó por 

rccristalización. Este compuesto con punto de fusión de 141-143 ºC se identificó como el Jl-sitosterol 

(7) por comparación con una muestra auténtica. 
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4 .. 4-" .. 2 .. Aislamiento de la crisofancina (2). pulmatina (3) fisciona (4) y P-D-glucositosterol (8). 

La fracción secundaria activa FOOl-XV (5.7 g) se sometió a un fraccionamiento terciario vía 

cromatografia en columna abierta utilizando como adsorbcnte 330.5 g de gel de sílice desactivado 

(10% H20)_ y como eluycntcs hexano-CH2Cl2 (diversas proporciones). CH2Ch y CH2Ch-MeOH 

(diversas proporciones). Se obtuvieron 175 fracciones de 100 mL. las cuales fueron agrupadas con base 

en su similitud cromatográfica en 12 fracciones terciarias (Cuadro 8). Las fracciones resultantes se 

evaluaron. concentrándose la actividad antimicrobiana en las fracciones FOOl-XV-3 y FOOl-XV-9. 

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta de la 

fracción FOOJ-XV de Alvaradoa amorphoides. 

Fracciones Sistema de Proporción (º/o) Fracciones Clave 
elución reunidas 

1-23 1-lcx-CH2Cl2 80:20 1-26 FOOl-XV-1 
24-35 l-lcx-Cll2Cl2 70:30 27-34 FOOl-XV-2 
36-4:? l-lcx-Ct-'2Ch 60:40 35-49 FOOl-XV-3 . 
43-48 Hcx-CH2CI, 50:50 50-63 FOOl-XV-4 
49-57 J-lcx-CH2Cl 2 40:60 64-106 FOOl-XV-5 
58-67 Hcx-CH2Cl2 30:70 107-115 FOOl-XV-6 
68-78 l-lcx-CH2 Cl2 20:80 116-126 FOOl-XV-7 
79-83 Hcx-CH2Cl2 10:90 127-140 FOOl-XV-8 
84-88 CH2Cl2 100 141 FOOl-XV-9 . 
89-99 CH2C12-Mc01-1 99:1 142-144 FOOl-XV-10 

100-117 CH,Cl,-McOH 98:2 145-151 FOOl-XV-11 
118-122 CH,Cl2-McOH 97:3 152-175 FOOl-XV-12 
123-127 CH,Cl2-Mc0H 96:4 
128-132 CH2Cl2-Mc0H 95:5 
133-140 CH,Cl2 -McOU 93:7 
141-147 CH2Cl2-MeOH 90:10 
148-153 CH,Cl2-McOH 80:20 
154-157 CH,Cl2-Me0H 70:30 
158-162 CH,Cl,-McOH 60:40 
163-169 CH,C12-McOH 50:50 
170-175 ML"ÜH 100 

• Fracciones activas 
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De la fracción FOOI-XV-2 se obtuvieron cantidades adicionales (33.9 rng) de crisofanol (1). 

La fracción FOOl-XV-3 se sometió a una cromatografia en capa fina preparativa utilizando 

como eluyente l-lex-CH2Cb (6:4. 3 veces). Este proceso permitió el aislamiento y purificación de 5.8 

mg de fisciona (4) como un sólido amarillo con un punto de fusión de 198-200 ºC. De manera 

adicional. se obtuvieron 5 mg de crisofanol (1). 

Así mismo9 la aplicación de la técnica de cromatografia preparativa en capa fina de la fracción 

FOOl-XV-9 utilizando como sistema de elución CH2Cb-MeOH-Ac. acético (85:5:10. 3 veces) permitió 

el aislamiento y purificación de 15 mg de crisofancina (2) y 10 mg de pulmatina (3). las cuales se 

identificaron mediante el análisis de sus constantes espectroscópicas y espcctrométricas. 

Por último. de la fracción FOO l-XV-9 precipitó de manera espontánea un sólido blanco (51 mg). 

identificado como Jl-0-glucositostcrol (8) por comparación con una muestra auténtica (Morales. 2003). 

4.4.4. Aislamiento del crisofanol (1). crisofaneina (2). pulmatina (3) y P,-sitosterol (7) de la 

fracción activa primaria F002. 

La fracción primaria activa F002 (10 g) se sometió a un fraccionamiento secundario mediante el 

método de cromatografia en columna abicna utilizando como adsorbentc gel de sílice (349 g) y como 

eluyentes. CH2Ch y CH2C'2-McOH (diversas proporciones). Se obtuvieron un total de 230 fracciones 

de 100 mL cada una. Aquellas fracciones que presentaron características cromatográficas similares se 

combinaron para generar 14 fracciones secundarias (Cuadro 9). 

La actividad antimicrobiana se concentró en los grupos de fracciones F002-ll y F002-Vlll de 

acuerdo con los resultados del ensayo de difusión en agar. 

A partir de la fracción activa F002-ll se obtuvieron 42 mg adicionales de crisofanol (1). De la 

fracción inactiva F002-lll cristalizaron espontáneamente 31.8 mg de 13-sitosterol (7). Por último. de la 

fracción activa F002-Vlll precipitaron espontáneamente 500 mg de una mezcla constituida por los 

glicosidos crisofancina (2) y pulmatina (3). 
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Cuadro 9. Resumen dd frnccionumiento secundario de la fracción primaria acti~a f'002 de la especie 

Alvt1rt1doa umorphoide.\·. 

Fraccione!' SisCema de Proporción (ª/u) Fracciones Clave 
clución combinadas 

1-32 c11,c1, 100 l-4 F002-I 
33-38 CH,CI,: McOH 99:1 5-7 F002- 11 • 
39-711 c11,c1,: McOll 98:2 8-21 F002- 111 
79-85 CH,CI,: McOll 97:3 22-32 F002-IV 

86-110 CI 1,c1,: McOll 96:4 33-56 F002-V 
111-135 CH,CI,: McOH 95:5 57-64 F002-VI 
136-154 CH,CI,: MeOH 94:6 65-89 F002-Vll 

1555-160 CH,CI,: McOH 93:7 90-143 F002-Vlll• 
161-166 CH,CI,: MeOH 92:8 144-164 F002-IX 
167-173 CH,CI,: McOH 90:10 165-176 F002- X 
174-195 CH,CI,: MeOH 80:20 177-187 F002-XI 
196-211 CH,Cl,:MeOH 70:30 188-198 F002-Xll 
212-218 CH,CI,: McOH 60:40 199-216 F002-Xlll 
219-224 CH,CI,: MeOH 50:50 217-230 F002-XIV 
225-230 MeOH 100 

• Fracciones activas 

4.4.5. Prueba!I químicas para la identificación de ~licó!lidos. 

4.4.5.l. Prueba de Molish. 

Se disolvieron 2 mg de Jos compuestos 2 y 3 en 3 mL de agua destilada de manera 

independiente en un tubo de ensayo. A las disoluciones resultantes se adicionó 1 mL de una disolución 

ctanólica de cx.-naftol ( 10%). Posteriormente. se agregó por las paredes de cada tubo de ensayo dos 

gotas de H:?SO.a concentrado observándose la aparición de una coloración violeta en la interfase. La 

fonnación del anillo violeta en la interfase es indicativa de la presencia de carbohidratos. Se emplearon 

glucosa y agua destilada corno control positivo y blanco. respectivamente (Furias .. 1993). 
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4 .. 4.S.2. Hidrólisis ácida de los compuestos 2 y 3. 

A 5 mg de los compuestos 2 y 3 se añadió 1 mL de HCI 1 N. La mezcla anterior se sometió a 

reflujo durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo~ la disolución ácida se extrajo con CH2Ch (3 x 5 

mL); la fase orgánica obtenida se extrajo sucesivamente con NaHC03 al 1 0% y agua~ posteriormente. 

se secó con Na2S04 anhidro. La fase acuosa se utilizó para la detección cromatográfica de los azúcares. 

Al concentrar la fase orgánica a sequedad se obtuvieron 2 mg de un producto idéntico al crisofanol. 

4.S. ESTUDIO FITOQUiMICO DE LA ESPECIE Hofmeisteria scha.ffneri. 

4.S.I. Preparación del extracto. 

El material vegetal seco ( 1.6 Kg) se extrajo mediante un proceso de maceración con 20 L de una 

mezcla CH2Cb-McOH ( 1: 1 ). el extracto resultante se filtró y concentró al vacío obteniéndose 350 g de 

extracto seco. Posteriormente. se detcnninó la actividad antimicrobiana del extracto resultante. 

empicando la lt...~nica cualitativa de difusión en agar. 

4.5.2. Fraccionamiento prirnario del extracto de Hofmeisteria schaffneri y aislamiento de P
sitosterol (7). 13-caroteno (9) y euparina ( 1 O). 

El extracto seco resultante (350 g) se sometió a un fraccionamiento primario vía cromatografia 

en columna abierta. empleando gel de sílice {818 g) como adsorbente y como eluycntes hexano. 

hcxano-CH2Cl~ (diversas proporciones). Cl-'2Ch y CH2Ch-MeOH (diversas proporciones). Se 

obtuvieron 272 fracciont...~ de 200 mL cada una. El análisis cromatográfico en capa delgada de las 

mismas condujo a su agrupamiento en 13 fracciones primarias (Cuadro 1 O). 

De la fracción primaria F2 precipitó espontáneamente un sólido amorfo rojo ladrillo (49.7 mg) 

con un punto de fusión de 183-184 ºC. Este compuesto se identificó corno el ~-caroteno (9). 
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De la fracción F3 precipitó un sólido cristalino amarillo~ el cual se purificó por sucesivas 

rccristalizacioncs de CH2Cl:z para generar 456.2 mg de cuparina ( 10) bajo la fonna de finas agujas 

cristalinas con un punto de lusión de 121-122 ºC. 

Por último de la fracción F5 precipitó un sólido cristalino blanco ( 141. 7 mg)~ identificado como 

el P-sitosterol (7). 

Cuadro JO. Fraccionamiento primario de las partes aéreas de la especie /Jofmcisteria schaffneri. 

n1cdiantc cromatografia en columna abierta. 

Fracciones Sislerna de Proporción Fracciones Clave 
e lución (%) reunidas 

1-48 Hcx-CH2Cli 50:50 1-2 FI 
49-65 l-lex-CH2Cl2 40:60 3-7 F2 

66-111 l-lex-CH2Cl2 30:70 8-14 F3 
112-120 1 lex-CH2Cl2 20:80 15-29 F4 
121-131 Hex-CH,Cl2 10:90 30-67 F5 
132-145 Cll,CI, 100 68-149 F6 
146-159 CH2Cl2-MeOH 99:1 150-173 F7 
160-186 CH,Cl,-MeOH 98:2 174-192 F8 
187-198 CH,Cl2-McOH 97:3 193-203 F9 
199-214 CH,Cl,-McOH 96:4 204-243 FIO 
215-229 CH,Cl,-McOH 95:5 244-253 Fil 
230-244 CH,Cl,-McOH 90:10 254-259 Fl2 
245-250 CH,Cl,-MeOH 80:20 260-272 Fl3 
251-261 CH1Cl2-MeOH 70:30 
262-266 CH,Cl,-MeOH 60:40 
267-272 CH,Cl,-McOH 50:50 
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5. RESULTADOS V DISCUSIÓN. 

5.1. SELECCIÓN DE LAS ESPECIES Alvaradoa anrorphoides Y Hofmeüterio schoffneri COMO 

CANDIDATOS APROPIADOS PARA LA OBTENCIÓN DE PRINCIPIOS 

ANTI BACTERIANOS. 

La selección primaria de las especies Alvaradoa amorphoides y Hofmeisteria schaffneri se 

realizó de acuerdo con el criterio etnomédico. uno de los criterios más importantes para seleccionar las 

materias primas destinadas al descubrimiento de sustancias biológicruncnte activas (Farnsworth .. 1991; 

Fyhrquist et al... 2002). Posterionnente., durante la realización de los ensayos antimicrobianos 

efectuados al inicio de esta investigación .. se estableció que los extractos en.idos de estas especies 

poseen propiedades antibacterianas. 

Como ensayo biológico para detectar la actividad inicial de los extractos íntegros se utilizó el 

método de difusión en agar y se empicaron cepas de bacterias Grrun positivas (Bacillus subtilis. 

Staphy/ococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia co/i, Salmonella typhi y Pseudomona.fi 

aeruginosa). En el caso de la especie Alvaradoa an1orphoides se comprobó que el extracto era activo 

contra todos los microorganismos de prueba excepto S. aureus. Por otro lado9 el extracto de la especie 

Hofmeisteria schqffneri presentó actividad significativa contra dos bacterias Gram negativas .. 

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa .. presentando incluso una mayor actividad contra P. 

aeruginosa que la demostrada por la Gentamicina ( 12 µg/disco ). Los resultados correspondientes a los 

dos extractos ensayados se indican en el Ci.Jadro 11. 

5.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE LA ESPECIE 

A/varadoa anrorphoide.~. 

La preparación del extracto destinado a la separación de los principios antibacterianos de A. 

a1norphoides se realizó mediante un proceso de maceración utilizando una mezcla de CH2Cb-Me0H 

( 1: 1) como disolvente de extracción. El extracto activo se fraccionó de manera preliminar mediante un 

proceso de partición .. utilizando CH2Cb. AcOEt y MeOH acuoso (10%). Este proceso generó tres 
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fracciones primarias (Esquema l ). Cada una de ellas se evaluó utilizando la técnica de difusión en agar 

encontrándose que la actividad antimicrobiana se concentraba en las fracciones FOOJ (CH2Ch) y F002 

(AcOEt) [Cuadro 12]. 

La fracción FOO 1 resultó ser la más activa de las fracciones primarias. Todos los 

microorganisn1os utili7..ados fueron susceptibleS a esta - fracción. En el caso de las bacterias Gran1 

positivas (Bacillus subtilis y Staphy_J;,~oc_cus' .~ureus) se observó que la actividad únicamente se 

presentó a concentraciones m.ayores ; dC: ·s~~-·. µS(d.isc'?.· Por otra parte. la fracción F002 presentó 

actividad selectiva contra ,. ~.~ .. ~-,-,: b~~i~-~~.~~-~'.: .. Q'¡.~.oi :.:!":e~~tiv.as (E.o;;cherichia coli. Salmonel/a typhi y 
Pseudomonas acrugin~sa): -5·¡!1 ·~~--~~~~{:~1 _'~~~_ci~¡~-Íl~~--de S. typhi únicamente se afectó a la máxima 

concentración de prueba (tocio µg¡diScO)::Po·r Íalti.nlO: tci fracción F003 solamente inhibió el crecimiento 

de E. col;. En general. eO.tódos l~~·-c~~~~·-~~··ob~~~4:qu~ el efecto antibacteriano fue similar al del 

control positivo. 

Cuadro 11. Actividad antimicrobiana de los extractos dcA/vurudou umorphoides y Hqfmeisteria 

scha_tfncri. Los resultados representan los diámetros promedio en mm de la zona de inhibición±. O.E. 

Extracto 

Controles positivos 

A. amt,,phoide.'f 

- ·~_µg/_di~!! -
Control positivo 

~ -;:¡·:-am-;,r¡,,,oJdes 
-···~_µg!~is~_C!___. 
Control positivo 

·A. am-¡,TPhoides ·
•. ~ µgl~!~~--·· 

Control positivo 

N.A.= No activo 

S. aureu.,. 

Ampicilina 
1.2 µg/disco 

N.A. 

N.A. 

N.A . 

B .. ,.ubtili.'f s. l)'phi 

Estreptomicina Cloranfenicol 
4 µ&'disco 1.1 µg!disco 

20.50 21.70 
+ 2.1 ±0.6 
2.::f.óo- 24.00 
±~·8_. _.±.1:.<!. 
20.00 22.30 

. - ±_!_~-~- ·- - ± 1.5 
22.00 . --·23-_ 70-
± !:º-- ± 1.1 
20.00 2i:iO 
±_l_:.._O ± l.S 
20.50 ::?3.00. 
+0.7 +1.0 

25 

E. coli 

Cloranfenicol 
0.8 µp/disco 

22.70 

P. ª~"1ginosa 

Gentamicina 
12 µgtdisco 

29.30 

± '-=-'-~---- ±2.3 25.00 - 28.ó-ó 
+ 0.0 ______ ±_~:_.7 __ -
23.70 25.00 
± 1.1 ± 1.0 

- 25.70 -- ---2s.o0 -
---~_h! ______ :!;_LJ}_ 

24.00 31.00 
__ :t'.J_:_'?__ ____ ---~J.:..~- - . 

24.30 26.50 
+0.6 + 0.7' 
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Cuadro 11. Actividad antimicrobiana de los extractos de A/var"doa amorphoides y flofmeisteria 

schaffneri. Los resultados representan los diámetros promedio en mm de la zona de inhibición ±O.E. 

(continuación). 

Es.tracto 

Controles positivos 

H. scltaffne,; 

-~i!"~----
Control positivo 

- - - 11. sd.tijj;,-¡;¡---- -
---~-):!g/.~i~c~_ 

Control positivo 

- ii-ScAagneri 
___ _l_!_~d!s_c_o_ __ 

Control positivo 

N.A. - No activo 

Ampicilina 
1.2 µsfdisco 

N.A. 

N.A. 

N.A. 

B. subtilis s. typhi 

Estreptomicina Cloranfenicol 
4 µ.g/disco 1. 1 µ&'disco 

N.A. 20.30 
±_0._6 
23.00 
±__ 1~0 

21~50_ 19.70 
+ 2.12 ~- ± 0.6 
25.so· 25_30 

±º-~:?~ --~-----.±-º·6_ 
N.A. 19.70 

±_<?_._~_ 
22.30 
:t 0.6 

E. co/i 

Cloranfenicol Gcntamicina 
0.8 µgfdisco 12 µg/disco 

21.00 29.30 
±O.O +0.6 
2 1 :so - 26:70 

__ ±0.7 ___ --- ~~-~-
21.00 28.30 

- ±. •. -~ ±_J .5 
21.50 25.70 

__+0.7 ____ :t_l.I 
21.00 27.00 

-·~~-- .±J_.J 
23.00 25.30 
+ 2.8 +0.6 

Cuadro 12. Actividad antimicrobiana de las fracciones primarias del extracto de Alvuradoa 

amorphoides. Los resultados representan los diámetros promedio en mm de la zona de inhibición± D.E 

Controles positivos 

FOOI 

Ampicilina 
1.2 µg/disco 

_LIJ!!l)_l'&f_!l~o ___ - -
21.00 
± 1.7 
25.óó Control positivo 

FOOI 
---~ W!!.i!IC-~

control positivo 

FOOI 
_ _ 1111!11l:f__tlisc:o 
Control positivo 

N.A.- No activo 

___ ;t_Q:<?. --
21.00 

. - _± __ I_.~ 
25.50 
±_Q~_7_ 

N.A. 

B. s"btilis 

Estreptomicina 
4 f..lg/disco 

20.50 

s. typhi 

Cloranfcnicol 
1.1 µg/disco 

23.30 

E. ':oli 

Cloranfenicol Gentamicina 
0.8 µg/disco 12 µg/disco 

21.70 26.00 
j;Q2__________ +0.6 
25.50 - 25.67 

-- -- -.±~--~ + p_.o ----
. _±_Q_2._______ + 0.6 

20.50 ~z-o.7ií 
--~-º.:_? __ --- ____ ±º·-~ 
25.00 25.30 

---~----~-º..'.'-6. -·---
N.A. 

26 

21.00 
±1.4 
26.00 
:to.o 

22.10 27.70 

+ 0.6 :t.º~-----
22.30 27.30 

- ---~J_;!_ ______ ± ~-l ·----
21.00 27.30 
+ 1.0 + 0.6 
22.30 26:-1_0_ - -
±_0_.6 _______ ± __ 1._I _ 
22.30 26.70 
+ 0.8 + 1.5 
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Cuadro 12. Actividad antimicrobiana de las fracciones primarias de Alvaradoa amorphoide.\·. Los 

resultados representan los diámetros promedio en mm de la zona de inhibición ± O.E. (continuación). 

Controles positivos 

F002 
~~~¡~-º 

Control positivo 

F002 
_____ ~~-pg/d~sco 

Control positivo 

f-002 
__ J.!Jt_t_µgl_d_isco 

Control positivo 

F003 
1000 µg/disco 

-contro1-pos-itiVo 

f-003 
- ----~-µg(~~~E -

Control positivo 

S. aure.u· B. ~·ub1ili~· s. typld E. coli P. aerugi110.sa 

Ampicilina 
1.2 µg/disco 

Estreptomicina 
4 µg/disco 

Cloranfenicol 
1.1 µg/disco 

Cloranfenicol 
0.8 µg/disco 

Gentamicina 
12 µg/disco 

N.A. N.A 

N.A. N.A. 

N.A. N.A. 

N.A. N.A 

N.A. N.A. 

20.50 23.00 32.30 
+0.7 ± 1.0 ±2.1 
25.50 22.30 24.70 

- _:ti>~7_____ + 0.6 ___ ~--~_!J ___ _ 
N.A. 22.70 28.30 

- - ----------- ± 0.6___ -·- ____ :!;_Q_,_6__ __ . 
22.00 26.00 

-- + 1.0 +O.O 

- ·--N.A~--=- ~20:~-=---- ~j~? . 
21.70 25.30 

·-------------~ 0.6 _____ ± 0.6 --

N.A. 21.33 
±0.6 

N.A. 

. --------------2233·---------
-· - ------ ____ __±__!_,_!__ ________ _ 

N.A. 21.66 
± 1.5 
22.66 

N.A. 

--~-=---~------=---------f-003 
____ lºº_µg/di.sco _______ ~--~~--- .. N.A. 

22.33 
+ 1.5 N.A. N.A. 

Control positivo 

N.A. - No activo 

22.33 
+0.6 

Posteriormente .. las fracciones activas FOOI y F002 se sometieron a un fraccionamiento 

secundario mediante cromatografia en columna abierta. Los resultados de las evaluaciones biológicas 

indicaron que las fracciones secundarias FOOl-X .. FOOl-XV .. F002-JI y F002-Vlll presentaron actividad 

antimicrobiana. Estas fracciones se sometieron a diversos procedimientos cromatográficos (Sección 
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experimental 4.4.)~ lo que permitió el aislamiento de cuatro antraquinonas [ crisofanol ( 1 )., crisofaneina 

(2). pulrnatina (3) y fisciona ( 4)] y de dos esteroles [¡3-sitostcrol (7) y P-D-glucositosterol (8)). En el 

Cuadro 13 se indican las estructuras de los compuestos aislados y sus rendimientos con base en el peso 

seco del material vegetal. 

Cuadro 13. Metabolitos secundarios aislados de la especie vegetal A/varadoa amorphoides. 

COMPUESTO 

Crisofanol ( l) 

Crisofaneina (2) 

HOH2C 

HO~ 
HO OH~ 

~CH3 
o 

Pulmatina (3) 

• Con referencia al peso seco de la planta. 
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Cuadro 13. Metabolitos secundarios aislados de la especie vegetal A/varadou amorphoides 

(continuación). 

COMPUESTO 

Fisciona (4) 

HO 

P-sitostcrol (7) 

~o, 
··-H~O 

OH 

~\-D-glucositostcrol (8) 

• Con referencia al peso seco de la pfanta. 
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5.2.1. Caracterización de la tisciona (4). 

La fisciona (4) se obtuvo como un sólido cristalino amarillo y soluble en Cl-hCh. En el Cuadro 

14 se indican sus constantes fisicas. espectroscópicas y espectrométricas. 

El espectro en el IR presenta bandas de absorción asociadas con el carácter aromático de la 

molécula y con la presencia de grupos carbonilo de quinona (-1630 cm" 1) .. e hidroxilo (-3434 cm- 1). 

El espectro de masas generado por la técnica de impacto electrónico de la quinona 4. presentó 

un ión molecular con una relación masa carga (miz) de 284 urna. el cual corresponde a la fórmula 

C16H120s. 

Cuadro 14. Constantes fisicas. espectroscópicas y espectrométricas de la fisciona (4). 

Fórmula molecular 

p-;,.ntO d~- iusión 

IR v ....... (KBr) cm·' 

EMIE nr/z. (inl. rcl.) 

RMN-'H (CDCIJ) 

Fisciona ( 4) 

C1r.H120s 

198-2óOºC-·

:i-1J-1."292T.163o. 1567:1479. 

1386. 1325. 1227. 1162. 757. 

284 CM·T(fOo).25-5(11) .. 24 t-(i o>.-------------
213 (6). 185 (4). 128 (6). 

12.32 (s. ou: i).- 1z:12-c•·.-0H~85 -
7.63 (d. J=l.5. H-5). 7.37 (d. J=2.7. H-4). 

(Espectro 7) , 7.08 (q. H-7). 6.69 (d • ./=2.4. H-2). 

i 3.94 (s. OCH3-3). 2.45 (s. CH3-6). 

------ - ·-- --- ------\~---19<:>:79(C-9-). 182.0J (C-10). 166.54 <C-t). 

RMN-uC (CDCIJ) 

(Espectro 8) 

165.18 (C-8). 162.49 (C-3). 148.44 (C-6). 

135.30 (C-4a). 133.2 (C-1 Oa). 124.50 (C-5). 

121.28 (C-7). 113. 70 (C-9a). 

110.30 (C-8a). 110.26 (C-4). 106.76 (C-2). 

56.08 (OCH.,-3). :?:?.16 (CH,-6). 
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El análisis de los espectros de RMN del compuesto confirmó la presencia del núcleo 1 ~8-

dihidroxi-antraquinona (Kalidhar.. 1989). Las características_ más relevantes de estos espectros se 

indican a continuación: 

o En Oc l 90. 79 y 182.03 se observan dos señales atribuibles a los carbonilos de Ja porción quinona 

del núcleo base. 

o En Bu 12.32 y 12.12 se observan señales para dos hidroxilos quelatados. Ambas señales 

desaparecen al equilibrar el espectro con D20. La presencia de estas señales en el espectro de 

RMN- 1H es consistente con la ubicación de hidroxilos en C-1 y C-8. 

o En 0 11 2.45 se observa un singulete ancho atribuible a un metilo sobre anillo aromático. Esta señal 

correlaciona en el espectro HETCOR con la absorción en Be 22.16. 

o En la región aromática se aprecian dos conjuntos de señales. El primero aparece como un sistema 

AB en 011 7.63 (d. J=l.5 H7_ H-5) y 7.08 (q. H-7). Estas señales son asignables a dos hidrógenos 

aromáticos meta relacionados .. orlo al grupo metilo en C-6. El segundo conjunto taJnbién 

corresponde a un sistema AB en 011 7.37 (d. J=2.7 Hz) y 5 11 6.69 (d. J=2.4 Hz) y las señales son 

atribuibles a 1-1-4 y H-2 .. respectivamente. 

o Por último .. en B11 3.94 se aprecia una señal característica para un grupo metoxilo. Este singulete 

correlaciona en el espectro HETCOR con la señal en Oc 56.08. 

Con base en las evidencias presentadas.. el compuesto 4 se identificó como la fisciona.. Cabe 

destacar que este producto se describe por vez primera como constituyente de Alvaradoa amorphoides. 

5 .. 2 .. 2 .. Caracterización del crisofanol (1). crisofancina (2) y pulmatina (3) .. 

El crisofanol ( 1) se caracterizó por comparación de sus constantes fisicas .. espectroscópicas y 

espectrométricas con aquellas de una muestra auténtica aislada de Rumex hymenosepa/us (Guerrero 

Analco y Martinez Luis. 2002), [Cuadro 15 ]. 
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Cuadro IS. Constantes fisicas,. espectroscópicas y espcctrométricas del crisofanol (1 ). 

Crisofanol ( 1) 

Fórmula molecular \ 
--L--

Punto de fusión 1 

IR V•as (KBr) cm~,------- L --- - . 2920. 1628, 1567, 1375, 

EMIE ,.,¡z (inl. rel.) 
1 --------------------t. 

RMN-1H (CDCI,) 

(Espectro 1) 

1271. 1161. 753 

----254[M") (lOO), 23füf). 226 (29-).---

197 (18). 152 ( 13 ). 127 (9). 1 15 (7) 

12.12 (s. OH-1 ). 12.01 (s. OH-8). 

7.82 (dd. J=7.5. 1.2; H-5). 7.67 (dd. J=7.8, 7.8; 

H-6), 7.65 (m, H-4), 

7 .30 (dd. J-8.4, 1.2; H-7), 

' ------------ ------+-- 7.10 (m. H-2), 2.47 (t,J-0.6 CH1-3) 

192.5 (C-9), 182.0 (C-10), 162.7 (C-8), 

162.4 (C-1), 149.3 (C-3), 136.9 (C-6), 

133.6 (C-4a), 133.3 (C-10a), 124.5 (C-7), 

124.4 (C-2), 121.4 (C-4),119.9 (C-5), 

115.8 (C-8a), 113.7 (C-9"), 22.3 (CH1-3) 

RMN-"C (CDCI,) 

(Espectro 2) 

Las características de solubilidad de los metabolitos 2 y 3. asi como la reacción positiva frente 

al reactivo de Molish permitió evidenciar la naturaleza glicosidica de los compuestos. El análisis 

cromatográfico de la fracción acuosa obtenida de la hidrólisis ácida (HCI JN) de runbos productos 

pennitió detectar a la glucosa como el único azúcar presente en las moléculas. Por otro lado. la porción 

aglicona obtenida de la fracción orgánica resultó idéntica en todos sus aspectos al crisofanol. En 

consecuencia los dos productos son glucósidos del crisofanol. 
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La principal diferencia entre los espectros de RMN de los compuestos 2 y 3 se observó en la 

zona de los protones aromáticos. Esta observación permitió inferir a priori que la glucosa se encuentra 

unida en un caso en el hidroxilo en C-1 y._ en el otro en el hidroxilo en C-8 (Cuadro 16). 

Cuadro 16 .. Constantes fisicas9 espectroscópicas y espectrornétricas de la crisofaneina (2) y la 

pulmatina (3). 

Fórmula molecular 

-- · P~R1t; .1; ·rús-ió;t 
1R--;..:,::(KBr) c1ñ· 1 

FAB-MS miz (int. rel.) 

RMN-1H (DMSO) 

(Especlro 3 y S) 

RMN-"C (DMSO) 

(Espectro 4 y 6) 

HOH2C O 

HO~ OH@-' ' "" . .._, 
:::,..,. 1 111 1 A 

!o " CH;s 
o 

Crisoraneina (2) 

+---
12.83 (OH-8). 7.87 (dd,.1=7.8. 2.4 Hz; 

H-5). 7.84 (dd. J=7.4. 7.3 Hz; H-6), 

7.69(dd.J=7.l.2.S Hz; H-7). 

7 .SO (sa. H-4 ). 7 .20 (sa. H-2). 

5.17-3.35 (Glu). 2.42 (s. CH3-3) 

187.S (C-9). 1B2.1 (C-10). 158.2 (C-8). 

147.6 (C-1. C-3). 135.9 (C-6). 

134.8 (C-lOa). 132.2 (C-4a). 124.1 (C-2). 

122.5 (C-7). 120.6 (C-8a). 

120.5 (C-5). 119.4 (C-4). 114.8 (C-9a). 

100.5-60.6 (Glu). 21.S (CH3-3) 
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Pulmalina (3) 

.232-234 ºC 

H-6). 7.74 (sa. H-4). 

7.65 (dd • .1-7.5. 1.5 Hz; H-5). 

7.53 (sa. H-2). 

7.35 (dd • .J-8.1. 1.2 Hz; H-7). 

5.15-3.37 (Glu). 2.41 (s.CH,-3) 

187.6(C-9).182.0(C-I0).161.6 

(C-8). 158.2 (C-1 ). 147.2 (C-3). 

136.0 (C-6), 134.4 (C-lOa). 132.4 

(C-4a). 124.2 (C-7). 122.8 (C-2). 

120.6 (C-4). 118.3 (C-8a). 

118.1 (C-5). 116.7 (C-9a). 

100.6-60.6 (Glu). 21. 7 (CH3 -3) 



La comparación de los desplazamientos qulmicos de los espectros de RMN de estos productos 

con los descritos en la literatura para varios glucósidos del crisofanol permitió identificar a los 

compuestos 2 y 3 como la crisotaneina y la pulmatina. respectivamente (Kubo el al.. 1992). 

Considerando que los compuestos 1-3 predominan en los distintos croma10t1fU11aS del extracto 

de Alvoradoa amorpltoides es altamente probable que estos sirvan como marcadores para pruebas de 

identidad y/o composición como parte de las pruebas de control de calidad de esta especie. A manera 

de ejemplo en la Figura S se muestra un cromatograma del exu.cto vegetal. el criaofanol (1). la 

crisofaneina (2) y la pulmatina (3). empleando corno sistema de elución CH.Cl:z-MeOH (90: 10). 

-
-
(a) (b) (e) (d) 

Sistema de elución: CU,.Cl,,-MeOH (90: 10) 
Agente revelador. Sulfato cérico. 

(a) -de la c:onc:za de A,_.-,.. a_,,/roldes. 
(b) CrUo&nol (1). IU"= o.a 
(e) Cri...._i_ (Z) IU"- O. IS 
(d) PWmalina (3) IU"= O. IS 

Fisura 5. Cromatograma del extraeto y compuestos l. 2 y 3 de la especie A'-adoa _.,.,..s. 
•., 

Como se desprende del cromato- el crisotanol (1) y sus glucósidos - loa constituyentes 

diagnósticos del extracto. 
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5.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE LA ESPECIE 

Hofmeisteria schaffneri. 

La preparación del extracto se realizó mediante un proceso de maceración utilizando como 

disolvente de extracción una mezcla de CH2Cl2-Me0H ( 1: 1 ). La metodología experimental se indicó en 

la Sección experimental. inciso 4.5. 

Posteriormente~ el extracto activo se fraccionó de manera preliminar mediante una 

cromatografia en columna abierta sobre gel de sílice. Este proceso generó 13 fracciones primarias 

(Cuadro 10) y los compuestos (3-sitosterol (7) .. P-caroteno (9) y euparina (10) los cuales cristalizaron 

espontánerunentc de la fracciones F-5. F-2 y F-3. respectivamente. En el Cuadro 17 se presentan las 

estructuras de los metabolitos aislados y sus rendimientos. 

Cuadro 17. Metabolitos secundarios aislados de la especie vegetal Hofmeisteria schaffneri. 

COMPUESTO 

P-sitosterol (7) 

Nº~OH 
,~ 

o 
Euparina (9) 

J3-carotcno (10) 

• Con referencia al peso seco de la planta. 
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RENDIMIENTO* (%) 

8.8 X 10-3 

2.8 X 10"1 

TESIS CON 
FALtA PE ORiGEN 

3.1X10º3 
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5.3.1. Caracterización del P-caroteno (9). 

El fl-caroteno (9) se aisló como un sólido amorfo color rojo ladrillo. soluble en CH2Ch y con un 

punto de fusión de 183-J 84 ºC. Las características fisicas,. espectroscópicas y espectrométricas se 

presentan en el Cuadro 18. 

Cuadro J 8. Características físicas. espectroscópicas y espectrométricas del p-caroteno (9). 

Fórmula molecular 

P;nlO d.;-r~5iÓ~· 
---,R ,::: CKBr>-cm·- 1 

EMIE miz (int. rcl.) 

RMN-1H (CDCl1 ) 

(Espectro 9) 

,.:::::,.... .~ 

p-carotcno (9) 

183-184 •e 
2916,2860, 1443.964 

:S:í6fM•] (100), 444 (21). 268 (9). 209 (13). 

157 (19), 119 (33). 69 (30), 55 (15) 

6.03:6:69 (H-7/H-7'. H-8/H- 8·. H-10/H-IO•, 

H-11/1-1-11·. H-12/H-12•. H-14/H-14·. H-15/H-15'), 

2.02 (m. H-4/H-4'). 1.97 (s. CH1-19/CH3-19'. CH1-20/ 

CH3-20'), 1.72 (s. CH1-18/CH,-18•), 

1.62 (m, H-3/H-3'), 1.47 (m. H-2/H·2•), 

, 1.03 (s. CH1 -16/CH,-16'. CH..-17/CH,-IT) 

----- ---------r---~~~.03-137.92 (C-7/C-T. C-8/C-8·. C-IO/C-10·. 

RMN-"C (CDCI,) 

(Espectro 10) 

1 

i 
l 

C-l l/C-11 •• C-12/C-12'. C-14/C-14·. C-15/C-15·). 

39.7 (C-2/C-2·). 33.1 (C-4/C-4•), 

28.98 (CH1-16/CH..-16•. CH3-17/CH1-17'). 

21.77 (CH1-18/CH1-18.), 19.3 (C-3/C-3·). 

12.79 (CH1-19/CH1-19'. CH3-20/CH1-20·) 

36 



Resultado.v y Discu.!;ión 

La fórmula molecular del producto se estableció por espectrometria de masas de alta resolución 

como C40Hs6 • observándose el ion molecular en una relación miz de 536 urna. Esta fórmula permite un 

índice de deficiencia de hidrógenos de 1 3. 

El espectro en el IR. presenta bandas de absorción asociadas con la presencia de uniones C-H 

alifáticos (2916. 2860. 1443 cm-1) y de una cadena olefii:iica (964 cm- 1
). El análisis conjunto de los 

espectros de RMN- 1 H y RMN- 13C permitió establecer la naturaleza carotenoide del producto (Agarwal. 

J 998; Bjomland. el al .• 1989; Farías. 1993; Michaud el al .• 2000). Las características más relevantes de 

los espectros de RMN se resumen a continuación: 

o En 01-1 1.03 se observa un singulete atribuible al gem dimctilo (CH3-l6/CH3-l6\ CH1-17/CHl-

t 7•) de las posiciones 

aparece en Oc 28.98. 

y 1 • del núcleo carotenoide. La señal del carbono correspondiente 

o En 01-1 1.72/0c; 21.77 se observa la señal correspondiente a los metilos sobre doble ligadura 

ubicados en las posiciones C-5 y C-5'. 

o En OH 1.97 se aprecia una señal simple asignable a los metilos sobre doble ligadura ubicados en 

la cadena isoprenoide. Esta señal correlaciona en el espectro HETCOR con la señal en Oc 12. 79. 

o En la zona comprendida entre 0 11 1.4 y 2. 1 se aprecian tres señales múltiples en Ou 1 .4 7. 1.62 y 

2.02 que se atribuyen a los hidrógenos H-2/H-2". H-3/H-3• y H-4/H-4". respectivamente. En el 

espectro de RMN-13C los carbonos correspondientes aparecen en Oc 39.66 (C-2/C-2"}. Oc 19.27 

(C-3/C-3 ')y Be 33.12 (C-4/C-4 '). 

o Por último. en los rangos 011 6.1-6.7 y Oc 125.03-137.92 se observan un conjunto de señales 

asociadas a los metinos de la cadena olefinica ubicada entre las dos unidades de ciclohexeno (H-

7/H-T. H-8/H-8'. H-JO/H-10'. H-11/H-11 '. H-12/H-12'. H14/H-14' y H-15/H-15'). 

La comparación de las señales antes descritas con las de una serie de carotenoides previamente 

descritos en la literatura (Aldrích. 1992; Bjomland. el al .• 1989) permitió identificar al compuesto 

como el P-carotcno (9). Este compuesto es de gran importancia como precursor de la Vitamina A y por 

sus propiedades colorantes y antioxidantes (Evans .. 2002). 
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5.3.2. Caracterización de la euparina (10). 

De la fracción primaria F3 se obtuvo a la cuparina (10) bajo la forma de finas agujas amarillas. 

En el Cuadro 1 9 se resumen sus constantes fisicas .. espectroscópicas y espcctrométricas. Las evidencias 

que permitieron establecer la estructura molecular del producto se describen a continuación. 

El espectro en el IR presenta una absorción intensa asociada con la presencia de grupos 

aromático (-1466. 1374 cm- 1
). vinilico (-1650 cm- 1

) y carbonilo de cetona conjugada (-1634 cm- 1
). 

El espectro de masas generado por la técnica de impacto electrónico presenta un ión molecular 

en una relación miz de 216 um~ el cual corresponde a la fórmula molecular de C13H1203. 

El análisis de los espectros de RMN confirmó la presencia de un núcleo benzofurano (De 

Gutiérrez et al .• 1995; Ji~ A. y Zhao .. Y. 1994) con un grupo isopropilideno en C-2 y una metilcctona 

en la posición C-5. Las características más importantes de estos espectros se indican a continuación: 

o En BH 7.88 y 6.53 se aprecian señales asignables a los hidrógenos H-4 y H-7 del anillo aromático. 

La apariencia de las señales es congruente con la disposición para de ambos hidrógenos. En el 

espectro de RMN-13C las señales de los carbonos correspondientes se observan en óc 123.45 y 

102.36. res~c~ivamente. 

o En B11 6.93 Se observa un singulete asignable al hidrógeno H-3. En el espectro de RM"N- 13C este 

núcleo se.Observa en Be 99.37. 

o En 8 11 ·5.18 .. y 5.75 se observan dos señales múltiples atribuibles a los hidrógenos del grupo 

isopropilid~Oo en C-2. Estas señales correlacionan en el espectro l-IETCOR con la absorción en 

Be 1 f3.65.'Í.as 'señales del metilo vinílico de esta misma unidad estructural se observan en B1-t 2.09 

yoc 19.16. 

o En B1-1 2.67 se observa un singulete que correlaciona en el espectro l-IETCOR con la señal en Oc 

26.74. Las absorciones antes descritas y la sei'ial de carbonita en Oc-203.86 confirman la presencia 

de una metilcetona en la molécula. 

o En Bu 12.51 se observa un singuletc que desaparece al equilibrar la disolución de la muestra con 

D20. Esta señal indica la presencia de un hidroxilo quelatado en la molécula. 

Ln disposición relativa de los grupos meti1cetona e hidroxilo en la porción aromática del 

bcnzofurano se determinó con base en el desplazamiento químico de los hidrógenos aromáticos. De tal 

forma que el desplazamiento a campo alto de uno de los hidrógenos aromáticos (H-7. t5u 6.53) es 
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congruente con la ubicación del hidroxilo quelatado en C-6. En consecuencia. la mctilcetona debe estar 

ubicada en la posición C-5. De esta manera se forma un puente de hidrógeno entre el grupo carbonilo y 

el hidroxilo. 

Cuadro 19. Constantes fisicas y espectroscópicas de la euparina (10). 

, 1 '~' oo,;: OH 
, ~ ~ 13 ,. , . 

Fórmula molecular 

Punto de rusión . -

---.-R-v---,~ (KBr) e~:-,- --- -

o 

Euparina (10) 

120-121ºC 

2945, 1786, 1633. 1466. 
--~---- -

216 [Mj (96). 201(100).198 (9), 

173(21).115(9),91 (4),69(4),51 (3) 

12.51 (s. OH). 7.88 (sa, H-4), 6.96 (s. H-3), 

6.53 (sa, H-7), 5.75 (s, H-11 ). 5.18 (s. H-11 '), 

EMIE miz (int. rel.) 

RMN-'H (CDCI,) 

(Espectro JI) 

RMN-"C (CDCI,) 

(Espectro 12) 

2.67 (s, H-14), 2.09 (s. H-12). 

-203.B6 (C-13), 161.53 (C-8)-.~1~5-9-.60-(~C~-~6~).-

I 57.84 (C-2), 132.08 (C-5), 123.45 (C-4), 

121.84 (C-9), 116.78(C-IO). 113.65 (C-11), 

102.36 (C-7), 99.37 (C-3), 26.74 (C-14), 

19.16 (C-12). 

Es importante mencionar que todos los datos espectroscópicos se encuentran de acuerdo con los 

descritos previamente en la literatura para la euparina (10) (De Gutiérrez,. el al .• 1995; Proksch. el al... 

1986: Siebertz. et al .• 1989). 

Como resultado de este estudio se propone a la euparina (10) como un compuesto marcador 

para la identificación de la especie Hofmcisleria schaffneri .. En t~os los cromatognunas en capa 

delgada del extracto.. la mancha correspondiente a este compuesto es la mas notable. A manera de 

ejemplo. en la Figura 7 se muestra un cromatogra.ma del extracto. P~ra la obtención de éste se empleó 
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como rase móvil una mezcla de hex-CH2Cl2 (5:95) y como agente revelador un reactivo a base de 

sulf"ato cérico. 

--• 
Sistema de elución: Hex-CH,CI, (5:95) 

Agente revelador. Sulfido cérico. 

(a) Extracto de la especie Hofl-lstena scha.ffiwrl. 
(b) Euparina (10) Rf"= 0.62 

Fitlu ... 6. Cromatognoma del extracto de la especie Hofllleisteria sclwdfneri y del compuesto JO. 

S.4. AcnvmAD ANTIBACTERIANA DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE LAS 

ESPECIES Al,,_..,.,,_,,_,,......,_ y H~ hr la xlu¡/TINlri. 

La actividad antimicrobiana de los compuestos obtenidos en el presente estudio. se determinó 

mediante la t6cnica cualitali- de difusión en -· utiliando los mismos microorpnismos que para el 

extracto oñginal. 

Para determinar el potencial antimicrobiano se midieron los halos de inhibición de los 

compuestos puros sobre el crecimiento de los microorpnismos de prueba y • companron con los 

halos de inhibición senuad<>s por los antibióticos empleados como controles positivos. Los resultados 

obtenidos se muestran en los Cuadros 20-23. 
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Cuadro 20. Actividad antimicrobiana de la crisofancina (2). Los resultados representan los diámetros 

promedio en mm de la zona de inhibición :t D.E. 

Controles positivos 

Crisoraneina (2) 
______ l~_µg!~is~~--

Control positivo 

--- ·c·~¡·~ra·n-eiña(2f· 

____ 1_ª-.µg(~i~c~-----
Control positivo 

- --CriSO-ianeina(i)-
- ____ l_µg/~~~co __ 
Control positivo 

N.A.- No activo 

S. aure11s 

Ampicilina 
1 .2 µg/disco 

19.00 
±O.O 

---29.00 
_____ ±_l_:_q_ 

23.70 
±l.~ 
28.70 

__ ± 0.6_ 

N.A. 

B .... ubtilis 

Estreptomicina 
4 µg/disco 

19.00 

s. typlti 

Cloranfcnicol 
1. 1 µs/disco 

20.10 

± -~·'-

E. coli 

Cloranfenicol Gentamicina 
0.8 µgldisco 12 µg/disco 

22.00 27.70 
__ ±_l_.4 ____ ±0.6 ---+O.O 

21.5ó 23.00 22.00 25.30 
____ -~_o_._z ______ +_!_:!> _ ± 1.4 + 1.s 

19.00 22.30 19.50 30.70 
- __ ;t !!:!> ____ -- --· _± _1_:?_ - --- __ :t.!!:_7__ ___ ± 2-~--

22.00 23.70 21.50 23.30 
± 1 :."!_ - ____ ±-9_:~-- -- -- + 0.7 + 0.6 
19.00 20.00 22.00 29.70 
+ _o._o ___ ~ __ ±_Q.-Q._ + 2.8 + 2.1 
21.00 24.00 22.50 25.oo 
+o.o +o.o +2.1 +2.0 

Cuadro 21. Actividad antimicrobiana de la pulrnatina (3). Los resultados representan los diámetros 

promedio en mm de la zona de inhibición ± D.E. 

Controles positivos 

S. aure11.'i 

Ampicilina 
1.2 µg/disco 

~:,mati:7s!!) N.A. 
-- - µgl ------ -

Control positivo 

B .. ~11bti/is s. typlri 

Estreptomicina Cloranfenicol 
4 µg/disco 1.1 µg/disco 

19.00 20.IO 
_ _;_1>_,Q _____ ;tLI_. 

21.50 23.00 
+0.7 + 1.1 

· P""íiim81ina <3)--~ -23~ 70- - 20.20 22.00 

____ ..,!!!J!&~-~-¡~~-----~-"! ~----- --~ 0.~6 ____ ~+ 1.S 
Control positivo 28.70 22.00 23.70-·----

+ 0.6 + 1.4 + 0.6 

N.A. 19.00 

E. coli 

Clornnfenicol Gentamicina 
0.8 µg/disco 12 µg/disco 

22.00 27.70 
+ 1.4 +0.6 
22.00 25.30 
+0.9 +0.6 
19.50 30.70 
±0.7 ±2.3 
2~1-_~50------=23.30 

+0.7 +0.6 
Pulmatlna (3) 

-~-~~¡~~--
Control positivo 

- __ ±_~-~--
21.80 
+0.8 

20.oo 
:t 1-~? _ 
24.00 
+0.6 

22.00 29.30 

± =2=o.8o-----o+· 1.5 
------22.50 25.oo 

+2.1 +2.0 
N.A.- No activo 
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Cuadro 22. Actividad antimicrobiana del P.-carotcno (9). Los resultados representan los diámetros 

promedio en mm de la zona de inhibición + D.E. 

S. aureus B. s11btilis S. typlti E. coli P. aer11gi11osa 

Controles positivos Ampicilina Estreptomicina Cloranfenicol Cloranfenicol Gentamicina 
1.2 µg/disco 4 µ.g/disco 1.1 µg/disco 0.8 µ.g/disco 12 µg!disco 

1)-caroleno (9) N.A. 23.00 22.00 23.00 25.00 
___ J~~~_I!_.__.._____ ± 1.7 ±0.0 ______ ;';_2_.0 ______ :!;_0,<l_ 

Control positivo ---20.00-·------ 24.:io· 23.00 24.50 

----·---------·· ___ __;!:o.o _____ +_1,1 __ ··-··---·± 1._o ________ ±_().7 ___ _ 
1)-caroleno (9) N.A. 21.30 22.30 22.30 29.30 

-------~disco ± 1.5 ± 0.6 .. _ _ ±O~ ____ . ___ :±;J_~ .. --
Control positivo -------------20.30 ---- 24~~- 23.30 25.00 

-----------~------ + 0.6 _ ;t-º:O_ -----··~+ 0.6 _____ :!:_!_-:.~--.--

-~~.;;;~;~~ _ N.A. ~2j~~ ~2Q~~ ~2c:.~ ~52~~ 
Control positivo · 2¡·_-7Q 25.70 -23:0-ó 25.Jo·· 

+ 1.1 + 2.1 + O.O + 1.5 
N.A.- No activo 

Cuadro 23. Actividad antimicrobiana de la euparina (10). Los resultados representan los diámetros 

promedio en mm de la zona de inhibición ± O.E. 

S. a11reus B. s11btilis S. typlti E. coll P. aer11ginosa 

Controles positivos 
Ampicilina Estreptomicina Cloranfcnicol Cloranfenicol Gentamicina 
1.2 µg/disco 4 µ.gldisco 1.1 µg/disco 0.8 µg/disco 12 µgldisco 

Euparina ( IO) 
-~f!Cldisco _____ _ 

N.A. N.A. 21.70 22.00 30.70 
-----------------~~~-----:;t~~-----~¿___ 

Control positivo 22.30 21.30 24.30 

Euparina (10) 

--~~=d=isc~º---
Contro I positivo 

N.A. N.A. 

+0.6 
20.70 __ _ 

+0.6 
23.00 

___________ +o.o 
Euparina (10) N.A. N.A. 19.70 

···----_]_~disco __ --·-· ± 0.6 
Control positivo ·--·23:oc.-

+o.o 
N.A. No activo 
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Resultados y Discusión 

Los resultados obtenidos demostraron que los glucósidos 2 y 3 presentaron actividad contra 

todos los microorganismos de prueba. sin embargo .. únicamente mostraron actividad significativa 

contra las bacterias Gra.J11 negativas .. También es importante destacar que presentaron una mayor 

actividad que el control positivo (Gentamicina 12 µg/disco) contra la bacteria Pseudomonas 

aeruginosa. 

Los compuestos y 4 no se evaluaron debido a que la actividad antimicrobiana de estos 

productos naturales se encuentra bien documentado en la literatura científica (Hatano et al .• 1999; 

Manojlovic. et al .• 1998). 

Con respecto a los metabolitos aislados de la especie f/oftneisteria schaffneri .. el (l-caroteno (9) 

presentó actividad contra una bacteria Gram positiva (Bacillus suhti/is) y tres Grarn negativas 

(Salmone/la typhi .. Escherichia co/i y Pseudomonas aeruginosu). Por otra parte. la euparina (10) mostró 

actividad únicamente contra las bacterias Gram negativas (Salmonellu typhi .. Escherichia coli y 

Pseudomonas aeruginosa) de manera similar al control positivo. Es importante mencionar que la 

cuparina (10) ha sido objeto de estudios previos (Castañeda .. et al .• t 996; Prok.sch y Rodríguez, 1983; 

Mitsakos et al .• 1986) .. destacándose su actividad titotóxica contra Amaranthus hypochondriucus y 

Echinochloa crusgalli. Además este compuesto inhibe el metabolismo energético vegetal afectando 

tanto el proceso de la fotosíntesis como la respiración durante el proceso de germinación (Castañeda.. et 

al .• 1998). 

Finalmente~ los resultados presentados justifican el uso de estas especies en la medicina 

tradicional de México para el tratamiento de desordenes gastrointestinales y para sanar las heridas. 

entre otras. 
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Resumen y Conclusiones 

6. RESUMEN Y CONCLUSIONES 

@ Los resultados del presente trabajo de tesis demuestran que la selección de especies vegetales 

con base en el criterio ctnomédico permite la obtención de productos naturales con actividades 

biológicas. 

@ El estudio fitoquimico biodirigido de la especie Alvaradoa amorphoides pennitió el aislamiento 

de seis metabolitos secundarios .. caracterizados como crisofanol (1) .. crisofaneina (2). pulmatina 

(3) fisciona (4) .. P,-sitosterol (7) y P.-D-glucositosterol (8). Cabe mencionar .. que este trabajo 

constituye la primera descripción de la fisdona (4) en la especie. 

@ El crisofanol (1) .. la crisofaneina (2) y la pulmatina (3) constituyen compuestos marcadores 

potenciales para el control de calidad de la especie Alvaradoa amorphoides. 

@ Los glicósidos 2 y 3 inhibieron de manera significativa el crecimiento de las bacterias 

Sa/mone//a typhi.. Escherichia co/i y Pseudomonas aeruginosa. La mayor potencia 

antimicrobiana se observó contra Pseudomonas acruginosa. Este hallazgo es de gran 

importancia porque la mayoría de los metabolitos secundarios presentan una actividad 

considerable contra bacterias Gram positivas pero no contra Gram negativas. lo que parece 

indicar que los compuestos inhiben las proteínas resistentes a los fármacos. 

@ El estudio preliminar de la especie H~rmeisteria sch0:.ffneri permitió el aislamiento y 

caracteri:zación de fl-sitosterol (7). J}-caroteno (9) y euparina (10). Cabe destacar. que este 

trabajo constituye el primer estudio químico y biológico de la especie. La euparina (10) parece 

ser el compuesto marcador de esta especie. por lo tanto será de utilidad para el establecimiento 

de las pruebas de identidad de esta planta durante la realización de la monografla fannacopeica 

correspondiente. 

@ Los metabolitos secundarios 9 y 10 también inhibieron el crecimiento de las bacterias Grarn 

negativas: Salmonellu typhi. E.\·,·hcrichia co/i y Pseudomona~· acruginosa. De manera adicional .. 

el p-caroteno (9) inhibió el crecimiento de Bacillus suhtilis. Aparentemente las propiedades 

antimicrobianas del JJ-caroteno (9) no se han descrito. 

@ Este trabajo constituye una aportación al conocimiento de la flora medicinal de México y al 

campo de los productos naturales bioaclivos. 
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