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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE Celba parvifolia ROSE (POCHOTE) DE
SAN RAFAEL, COXCATLAN, PUEBLA.

Resumen.

Ceiba parvifolia es usada por los habitantes de San Rafael, Coxcatlan, Puebla, para aiviar
heridas infectadas, gastritis y Ulceras. Algunas de estas enfermedades son ocasionadas por
bacterias. En este trabagjo, se evalud la actividad antibacteriana y antifungica del extracto
metandlico de la corteza de Ceiba parvifolia. Se evalué la actividad antibacteriana (método
de difusion en agar de Kirby — Balier) y antifingica (método cualitativo de inhibicién del
crecimiento radial). Asi mismo, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
bactericida minima (CBM) por la microtécnica de dilucion en caldo. Mediante una
cromatografia en columna abierta, se asdlé € compuesto responsable de la actividad
antibacteriana. Se elucidé la estructura del compuesto responsable de la actividad
antibacteria por medio de diferentes espectros (UV, IR, masas, RMN'H). El extracto
metandlico de la corteza del Pochote no mostro actividad antifingica. De las 13 cepas de
bacterias utilizadas, €l crecimiento de 10 de ellas (6 Gram’y 4 Gram") fue inhibido por el
extracto metandlico. Las cepas bacterianas mas sensibles a extracto metandlico fueron:
Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae No-01,
Vibrio cholerae aislada de un caso clinico y Vibrio cholerae CDC V12 que tuvieron una
CMI de 0.25 mg/ml.

El compuesto responsable de la actividad antibacteriana absorbe a 280 nm. El espectro
infrarrojo muestra que este compuesto presenta en su estructura quimica el grupo funcional
OH vy la presencia de grupos C=C de anillos aromaticos. Se logré determinar el peso
molecular del compuesto, que fue de 620.6. Dadas las caracteristicas anteriores, se
considera que & compuesto con actividad antibacteriana es probablemente un lignano
glucosidado. Estos resultados justifican €l uso tradicional que se le ha dado a la corteza del
Pochote.
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I ntroduccion.

L as plantas producen diversos compuestos (metabolitos secundarios) que, en su mayoria no
participan directamente en su crecimiento y desarrollo (Croteau et a., 2002). Algunos de
estos, son responsables de los olores y colores caracteristicos de los vegetales, otros
proporcionan a la planta sus virtudes culinarias, medicinales o venenosas (Trease y Evans,
1989). Muchos de estos metabolitos, se sabe que son atrayentes de polinizadores, algunos
otros confieren caracteristicas alelopaticas, otros protegen a las plantas contra herbivoros,
de infecciones microbianas, etc. La actividad bioldgica de estos metabolitos secundarios
(antimicrobiana y antifingica), muchas veces coincide con la actividad farmacoldgica en
los seres humanos (Croteau et al., 2002; Wink, 1999; Harbone y Tomas-Barberan, 1991;
Harboney Dey, 1989).

La caracteristica mas importante de muchos metabolitos secundarios es una distribucion
relativamente restringida en la naturaleza que, en algunos casos, se limita a especies o
subespecies Unicas y en consecuencia son una manifestacion de la individualidad del

organismo gue los contiene (Gros et al., 1985).

Los productos naturales (PNs) son tipicamente metabolitos secundarios, producidos por
organismos (plantas, hongos, bacterias, protozoarios, insectos y animales) en respuesta a
estimulos externos, por eemplo cambio nutricional, el estrés hidrico, infeccidn,
competencia y herbivoria. Algunos PNs han sido aislados como compuestos
bi ol 6gicamente activos (Strohl, 2000).

Aproximadamente una de cada tres de las drogas més vendidas en el mundo son PNs 0 sus
derivados. Ademas, estos son muy reconocidos en la industria farmacéutica por su extensa
diversidad estructural, asi como su amplia linea de actividades farmacolgicas (Strohl,
2000). Los PNs han jugado un papel importante en el descubrimiento de drogas. En la
sociedad pre-industrializaday en las sociedades agrarias, |os derivados de | as plantas (PNs),
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fueron usados por poblaciones indigenas como terapia para diversas enfermedades (Strohl,
2000).

Las plantas tienen capacidades para sintetizar substancias arométicas, la mayoria son
fenoles o derivados con oxigeno-substituido (algunas quinonas, terpenos, etc). Muchos de
estos son metabolitos secundarios, de los cuales a menos 12, 000 han sido aislados, los
cuales corresponden probablemente a menos del 10 % del total de estos compuestos en la
naturaleza. En algunos casos, estas sustancias les sirven a las plantas como mecanismos de

defensa contra la depredacion de microorganismos, insectos y herbivoros (Cowan, 1999).

Algunas metabolitos secundarios sintetizados por las plantas como los terpenoides le
proporcionan €l olor; otros (quinonas y taninos) son responsables de la pigmentacién de la
planta, asi como algunos le dan € sabor a la planta como la capsaicina de los chiles
(Cowan, 1999).

La busgueda de compuestos de origen natural decayo por mucho tiempo (1930 — 1970),
dado € auge en la obtencion de productos sintéticos aparentemente similares a los de
origen natural, de mayor €ficacia y més baratos. Sin embargo, € resurgimiento de
enfermedades que se creian erradicadas (como paludismo, maaria, tuberculosis, lepra y
diferentes enfermedades bacterianas), estén ocasionando severos problemas de salud debido
a la resistencia que han desarrollado ciertos microorganismos a los farmacos, |0 que hace
gue muchos tratamientos sean poco eficaces, muy caros, mas prolongados y en muchas

ocasiones con efectos secundarios severos (Alvarez, 2002).

Debido a esta problematica en €l area de la salud, se deben incrementar las investigaciones
desde e punto de vista quimico farmacoldgico de las plantas, enfocandose a estudio de
nuevos principios activos 0 moléculas prototipo para e desarrollo de compuestos
farmacol6gicamente activos, menos toxicos, mas selectivos y por lo tanto mas
eficaces.



Aguilar Robledo Ariadna.

Las plantas curativas son €l recurso terapéutico por excelencia de la medicina tradicional
mexicana, que en gran parte es aln rescatable y puede constituir un importante elemento
para implementar nuevos planes de salud que combinen el conocimiento popular con €
cientifico (Arguetay Cano, 1994).

En particular, en este trabajo se estudio la actividad antimicrobiana de la corteza de Ceiba
parvifolia (Pochote) la cua es utilizada en la medicina tradicional para aliviar heridas
infectadas, Ulceras, gasrtritis, etc. (Canales et a., 2005).
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Antecedentes.

En las revisiones de la literatura taxonomica y etnobotanica e género Ceiba cuenta con
muy pocos registros del uso medicinal de la especie Ceiba parvifolia (Pochote) (Cuadro 1),
por lo tanto es de sumaimportancia el estudio de lamisma.
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. Uso . Uso
Investigador  Lugar , . Uso comer cial . Parte usada
alimenticio medicinal
Camodia,
Kenia,
Tanzania, . S )
Zepeda Ceilan, Java, Frutos.tlernosy Material de relleno de Anti- piréticoy Fllbra, frutp,
. hervidos, la - contra mordedura semillas, hojasy
1985 India, . almohadas y cojines. ; .
e semilla tostada de serpientes. raices
Filipinas,
CostaRicay
en México
Enfermedades
gastrointestinal es,
anti-inflamatorio,
O?Xm jiote, .
Arguetay Cano Quintana lavar heridas, Hojas, ramas,
1994 Roo, . corteza
diabetes, reumas,
Veracruz
sarna, dolor de
muelas, postemas 'y
parésitos.
Rocha San Rafael Paradiviar Corteza
2002 Coxcatlan enfermedades de
posible origen
bacteriano
Rosas San Rafael Fruto Relleno de coiines Semillay fibradel
2003 Coxcatlan comestible ) fruto
Losfrutos ) .
México, en asados, la rZII I?arnaé) igd;rggﬁagomg Frutos, semillas,
Herschet a., los edos. de semilla para ite del il 5, cbricul raiz, fibra, seda,
2004 Pueblay hacer tortillas aceite de la.sem apara Fevriculas corteza.
. ’ manufactura de jabon, la
Guerrero laraiz como .
. corteza para artesania.
tubérculo.
Candeset al., San Rafael iné(lzlt\{e\haz;sher;gt?istis Extracto metandlico
2005 Coxcatlan 35, g de la coteza
y Ulceras
Lacortezaen
Semillas infusion paralos
hervidas o rifiones, . .
Avendafio et al., Vadlede tostadas, raiz . infeccionesen la Semilla raiz, flores,
. " Corteza para artesania ) SR tallo, ramas,
2006 Tehuacan como jicamay piel, disminucién

flores guiso con
chiltepetl

deazlcar enla
sangre. Laraiz
cruda pararifiones
y gastritis

algoddn, corteza

Cuadro 1. Diferentes usos de Ceiba parvifolia Rose (Pochote).
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Con lo anterior queda claro que para la especie Ceiba parvifolia no se han redizado
estudios suficientes que validen su uso etnobotanico, aunado a esto, la bibliografia reporta
el uso medicina de esta especie en un poblado (San Rafael) que se ubica dentro de la
reserva de la Bidsfera del Valle de Tehuacan — Cuicatlan. Tomando en cuenta las
recomendaciones de la OMS sobre la vaidacion cientifica del conocimiento tradicional
(Eloff, 1998; Farnsworth et al., 1985 en Alvarez, 2002), en este trabajo se explica la base
cientificadel uso tradicional de Ceiba parvifolia.
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Objetivo general.
Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto metandlico de la corteza de Ceiba
parvifolia Rose (Pochote).

Objetivos particulares.

Obtener e extracto metandlico de la corteza de Ceiba parvifolia.

Determinar la actividad antibacterianay antifungica del extracto metandlico.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), bactericida minima (CBM) vy
fungicida minima (CFM).

Aidar y purificar €l (los) compuesto (s) responsable (s) de la actividad antimicrobiana,

realizando fraccionamientos cuyo criterio de separacién sea la actividad bioldgica.
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Descripcion boténica.

Ceiba parvifolia Rose (Pochote)
Etimologia: del latin., parvus: poco pequefio; folium: hoja.

Nombre comun: “Pochote’, “Pochotle”, “ Ceiba’

Esta especie pertenece a la familia Bombacaceae, la cual comprende érboles, con troncos
espinosos, presenta hojas caducas, digitadas o simples. Sus flores pueden ser de diferentes
tamanos, a menudo bractioladas, con 5 pétalosy de 5 estambres o més unidos en labase de
lamitad hacia abgjo. Sus frutos son secos o0 carnosos de celdas dehiscentes o indehi scentes,
con 2 0 mas semillas por celda. La familia Bombacaceae comprende unos 20 géneros y
alrededor de 180 especies. La mayoria de las especies habitan en los densos bosgues
[luviosos de Sudamérica y en las sabanas africanas, pocas a sur de Asia 'y algunas en
Madagascar (Reyes et a., 2004).

Caracteristicas morfoldgicas.

Ceiba parvifolia es un &bol caducifolio hasta 10 m de ato, con tronco generalmente
cubierto por corcho a manera de protuberancias y ramas ornamentadas con espinas. Sus
hojas son ovadas a redondas, muy pecioladas y con 5 a 6 foliolos. Las flores son blanco
amarillentas, con pétalos enrollados de 13 cm de largo, suculentos y de estambres largos.
Florece entre noviembre y enero. Sus frutos son cdpsulas de 8 cm de largo que en su
interior contienen semillas morenas, esféricas y lisas con abundante lana blanca (Fig. 1)
(Reyeset al., 2004).
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i LA UINE
Figura 1. Ceiba parvifolia Rose (Pochote).
a) Detalle del tronco, b) Flor ¢) Fruto cerrado, d) Fruto abierto

Distribucion.

Ceiba parvifolia Rose (Pochote), se distribuye en la Republica Mexicana en |os estados de:

Guerrero, Morelos, Puebla, Oaxaca, Tabasco y Y ucatan (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucion de Ceiba parvifolia en la Republica Mexicana.
- Estados donde se localiza la especie.

Usos etnobotanicos.

La corteza del Pochote se utiliza para hacer pequefias figuras artesanales. Las flores son
preparadas en guisos. En tiempos prehispanicos la fibra del fruto se empleaba para
confeccionar telas para principes y reyes. La fibra de este arbol es usada para rellenar
cojines, amohadas, colchones y otros articulos de muebleria. Las amohadas tienen
especia demanda para enfermos de asma 0 con padecimientos de alergia. Las semillas
inmaduras son comestibles y ademés proporcionan aceite que puede usarse en la
fabricacion de jabon (Ludlow, 1980; Reyes et al., 2004).

Laplanta con la que se realizé este trabajo fue colectada en San Rafael, Coxcatlan, Puebla.
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Zonade colecta.
San Rafael Coxcatlan.

El pueblo de San Rafael esta localizado en la porcion sudeste de la Reserva de la Biosfera
del Valle de Tehuacan Cuicatlan (18° 12" y 18° 14''N; 97° 07" y 97° 09" O) (Fig. 3).

Veracruz

/i/:u‘;:'e{ﬁ Ul'hﬂn‘ﬁi o e B San Rafael Coxcatlan
idrologia superficial .
. Reserva de la Biosfera
/\/ Limite estatal
Rangos de Altitud
[ 445-888
| §89-1332
B 1333 - 1776 °
[ 1777-2221 @ fygivapan de Letn o7}
2222 - 2665
2606 - 3109
T 3110-3553

® Tamazulapan
3554 -3998

10 0 30

Figura 3. Ubicacion geogréfica de San Rafael (Coxcatlan, Puebla).
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Clima.

El tipo de clima en lazonaes e Bsl (') w” (w) (€) g correspondiente a climas secos o
aridos, calidos con lluvias en verano, con temperatura media anual sobre 22°C, su régimen
de lluvias es de verano y se calcula una precipitacion total anual de 394.6 mm parala zona
(Medina, 2000).

Hidrografia.

Esta parte del Valle de Tehuacan - Cuicatlan es drenada por € Rio Tehuacdn que se
encuentra al oeste del cerro Colorado, convirtiéndose en € rio Salado para entrar en la
Sierra Madre de Oaxaca en € noreste (Salcedo, 1997).

Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Presenta rocas
sedimentarias y volcano sedimentarias en conglomerados, formado por calizas, areniscas,
rocas igneas y fragmentos de cuarzo y pedernal en una matriz arcillo-arenosa con
sedimentos de lutita 'y areniscas del paleozoico superior. Existen predominantemente dos
tipos de suelo regosoles predominantemente calcareos y regosoles éutricos y xerosoles,
predomi nantemente xerosol es haplicos (Salcedo, 1997).

Vegetacion.

En cuanto a la vegetacion, acorde con Fernandez (1999), con base a la fisonomia, la
presencia y dominancia de algunas especies y siguiendo la clasificacion de Miranda y
Hernandez, reconocié por nivel topogréfico los siguientes tipos de vegetacion para el érea
de estudio: Cordonal de Pachycerus weberi (J. Caulter) Bakeb, se caracteriza por la

dominancia de cactaceas columnares (cardones).
Chiotillal de Escontria chiatilla (F: A: C: Weberi) Rose en € nivel proximo al margen del

cause del rio, sobre niveles de terrenos de 0.7 a 1.5 m por encima del nivel basal, con una
altadensidad arbustiva.

11
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Cugjiotal con especies dominantes como: Burseras morelensis Ramirez, Mimosa polyantha
Benth, Fouquieria formosa Kunth, asi como arbustos y hierbas como Sanvitalia fruticosa
Hemsl, localizada a aproximadamente 1.5 — 3.5 m por encimadel nivel basal.

Fouqueria con especies dominantes como: Fouquieria formosa, Bursera aptera Ramirez,
Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia, Manihotoides pauciflora (Brandegee) D. J Roger y
Appan, Senna widlizenii (A: Gray) H. S. Irwin y Barneby, Mimosa luisiana Brandegee y
Sanvitalia fruticosa. Localizada en el nivel mas ato de 3.5 a5 m por encima del nivel
basal, la densidad de plantas en los estratos arbustivos y herbaceo es muy baja, dominando
en su totalidad por Sanvitalia fruticosa.
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M etodologia.

Obtencion dela planta.

La planta utilizada para este trabajo es Ceiba parvifolia (Pochote) de la cua se colectaron
316. 4 g de corteza en el mes de diciembre del 2001 en la comunidad de San Rafadl,
Coxcatlén, Puebla. Se depositd un g emplar en el Herbario IZTA (NUmero de colecta: RRL
147).

Extracto dela corteza.

A) Obtencién del extracto.
El extracto se prepard colocando 316.4 g de la corteza seca y molida en 2.5 litros de
metanol en un recipiente de vidrio donde se dejé6 macerando durante 10 dias. Después se

filtré y el exceso de solvente se destil¢ a presion reducida.

La solucién se concentro a sequedad obteniéndose asi € extracto metandlico.

El extracto metandlico se sometid a una particion con hexanos, de ésta manera se obtuvo €l

extracto metandlico libre de grasas.

B) Cuantificacion de solidos solubles.
Se realiz6 pesando en una balanza semianalitica directamente el extracto sin ninguna traza

de solvente.

Bioensayos.

A) Actividad antibacteriana.

Se utilizo latécnica de difusion en agar de Kirby-Baller (Koneman et al., 1985), realizando

cada ensayo por triplicado (Apéndice I). Los sensidiscos se impregnaron con 2 mg del

extracto. Los controles positivos fueron sensidiscos con 25 pg de cloramfenicol y los

12
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controles negativos sensidiscos con 10 pl de solvente. En los bioensayos de seguimiento

para separar €l principio activo se utilizo latécnica antes descrita.

Microorganismos utilizados.

Bacterias Gram-negativas: Vibrio cholerae No-01, Vibrio cholerae INDRE 206 aislado de
agua contaminada, Vibrio cholerae aislada de un caso clinico (estas cepas corresponden al
grupo 01, productor de enterotoxinas, sero tipo Inaba), Vibrio cholerae CDC V12,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Enterobacter
aerogenes, fueron donadas por €l laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitlan y
Yersinia enterocolitica, fue donada por el laboratorio de andlisis clinicos de la CUSI de la
F. E. S. Iztacdla (UNAM) y Salmonella typhi ATCC 19430.

Bacterias Gram-positivas: Saphylococcus aureus ATTCC 12398, Saphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis y Sarcina lutea, fueron donadas por el laboratorio de

microbiologia de la FES Cuautitlan.

B) Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
bactericida minima (CBM) se utilizd la microtécnica de dilucion en caldo (Koneman,
1985). Cada bioensayo se realizd por triplicado (Apéndice Il). Como control negativo se

aplico metanol en el volumen més grande (10 pl por pozo) en € cual se disolvié el extracto.

C) Evaluacion cualitativa de la actividad antifingica.
La evaluacion de la actividad antifingica se readiz6 segin € método cualitativo de
inhibicion del crecimiento radial descrito por Wang y Bun (2002).

Se utilizaron discos impregnados con 2 mg del extracto. Como control negativo se

prepararon discos impregnados con 10 pl de solvente y como control positivo discos con 20
pg de ketoconazol (Apéndice lll).
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Cepas de hongos utilizadas.

Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus niger, Fusarium sporotrichum (ATTC NRLL
3299), Fusarium moniliforme (donadas por € Dr. César Flores Ortiz, Lab. de Fisiologia
UBIPRO — FES - Iztacala) y Rhyzoctonia solani (donada por el Dr. Raul Rodriguez,
INIFAP - Celaya).

Aidamientoy purificacion del compuesto puro.

La fraccion metandlica de la corteza de Pochote (libre de grasas) se sometié a un

fraccionamiento cromatogréfico.

Se probaron dos fases estacionarias para determinar cudl era la mas apropiada para la
separacion del principio activo del extracto, estas fueron Sephadex LH-20 y silica
gel 70-230.

Para la cromatografia en gel con Sephadex LH-20, la fase movil fue metanol colectando 30

alicuotas de 3.0 ml cada una.
En la columna de silica, la fase movil consistio de un gradiente de polaridad, iniciando con
diclorometano y aumentando la polaridad con metanol, hasta llegar a metanol 100%,

obteniendo 200 aicuotas de 10 ml (Apéndice V).

En el andlisis cromatografico en placa fina, se emplearon placas de aluminio (silica gel 60

F2s4 Merck) con un espesor de 0.20 mm con indicador de fluorescencia.

La cromatografia en placa fina se observé mediante una l&mpara de luz UV (366-254nm),

pararevelar se uso sulfato cérico.
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Deteccidn cualitativa de taninos.

La presencia de taninos en el extracto metandlico (libre de grasas) y en el compuesto puro,
se realizo preparando discos impregnados con 2 mg para cada caso. Estos sensidiscos se
colocaron en una cgja con agar Xilosa — sangre para comprobar si alguno era capaz de
provocar hemdlisis.

Elucidacion de la estructura quimica.

La determinacion de la estructura quimica del compuesto puro se realizé mediante estudios

espectrométricos y espectroscopicos.
Latemperatura de fusion se midio con un aparato Fisher-Jones (0-300° C).

El espectro ultravioleta se realizO en un espectrofotdbmetro Perkin Elmer lambda 2S
UV/VIS.

El espectro de infrarrojo (IR) se determind en un espectrofotometro  Perkin Elmer
Spectrum 2000.

El especro de Resonancia Magnética Nuclear de Protones (RMN'H) se realizé en un Varian
Gemini 300 MHz.

El espectro de masas se evalud en un controlador de insercién directa Finnigan MAT

modelo DPC, con una corriente inicial de 0 mA, manteniendo estas condiciones durante 30

segundos. Rampa de corriente de 100 mA/segundo, manteniendo asi por 30 segundos.
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Pruebas estadisticas

Se utilizo un andlisis estadistico ANOVA; asi como la prueba de Tukey, para determinar s

existian diferencias significativas de sensibilidad entre |as cepas de bacterias.
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Resultadosy analisis.

Rendimiento ddl extracto

El rendimiento del extracto metandlico de la corteza de Ceiba parvifolia (Pochote) fue de
17.8 g. Delaparticion del extracto, lafase metandlica obtuvo un mayor rendimiento (13.11
g) que lafase hexanica (4.62 g) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Rendimiento de las diferentes fases del extracto metandlico
de la corteza de Ceiba parvifolia

Fase Peso g. %
Metandlica (polar) 13.11 4.148
Hexanica (no polar) 4.62 1.462

El % se calcul 6 con respecto a 316.4 g de corteza.

Actividad antifungica.

De acuerdo alos resultados obtenidos, no se observé actividad antifungica.

Actividad antibacteriana.

En cuanto a la actividad antibacteriana del extracto metandlico, se determind que este
inhibi6 el crecimiento de 10 cepas bacterianas (4 Gram™y 6 Gram), siendo Sarcina lutea la
gue mostro los halos de inhibicion mas grandes (14.33 + 0.5 mm) y Escherichia coli la que

presento los menores halos de inhibicion (7.33+ 0.5 mm) (Cuadro 3, Figura 1).
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Cuadro 3. Actividad antibacteriana del extracto metandlico de la corteza de

Ceiba parvifolia.

BACTERIA HALO DE INHIBICION CLORAMFENICOL
DEL E)STRACTO CONTROL POSITIVO
METANOLICO (mm) (mm)
Saphylococcus aureus 10.60 + 0.57 23.0+05
Saphylococcu epidermidis 8.34+021 23.0+05
Sarcina lutea 14.30 £ 0.57 34.0+£05
Bacillus subtilis 9.66 £ 1.54 34.0£05
Vibrio cholerae agua 11.33+£0.57 31.0£05
Vibrio cholerae No-01 12.66 £ 0.57 38.0+£0.5
Vibrio cholera Tor 13.33+£0.57 34.0+£0.5
Vibrio cholerae cc 10.33 £ 0.57 31.0£05
Escherichia coli 7.33+£0.50 20.0£ 05
Salmonella typhi 7.66 £ 0.57 26.0+£0.5

Halo de inhibicién, valor promedio de 3 repeticiones
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Figura 4. Halos de inhibicion del extracto metandlico de la corteza de Ceiba parvifolia.
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La particién no polar del extracto metandlico no present6 actividad antibacteriana, por 1o
cua los siguientes resultados, se refieren exclusivamente al extracto metandlico libre de

grasas.

En la Figura 5, se observa que hay especies bacterianas mas sensibles a extracto
metandlico de la cortezadel Pochote y que s hay diferencias significativas (F= 8.6130;
p<0.005705) entre e tipo bacteriano, es decir la sensibilidad a extracto depende de la
especie bacteriana, de acuerdo con la prueba de Tuckey (P<0.05) la bacteria més sensible

fue Sarcina luteay lamenos sensible Salmonella typhi.

16 T T T T T T T T T T T T T T T

14t
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Figura 5. Actividad antibacteriana del extracto metandlico (libre de grasas) de Ceiba

parvifolia. S a: Saphylococcus aureus; S e Sepidermidis; S |: Sarcina lutea; B. s: Bacillus subtilis; S t:
Salmonella typhi; Y. e Yersinia enterocolitica; Vch a: Vibrio cholerae aislado de agua contaminada; No-01.:
Vibrio cholerae No-01; Tor: Vibrio cholerae CDC V12; cc: Vibrio cholerae aislada de un caso clinico; E.
ag: Enterobacter agglomerans; E. ae: Enterobacter aerogenes; E. ¢: Escherichia coli.
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Se determind que hubo una diferencia estadisticamente significativa (F= 169.623;
p<0.001) entre la sensibilidad de las bacterias Gram—negativas y Gram—positivas, siendo
estas Ultimas las més sensibles (mostrando halos de inhibicion mayores) al extracto

metandlico de Ceiba parvifolia (Figura 6).

16
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Figura 6. Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto metandlico (libre de
grasas) de Ceiba parvifolia.

Con respecto a la determinacion de CMI y CBM del extracto metandlico, se observo que
para las bacterias Staphyl ococcus aureus, Staphyl ococcus epidermidis, Vibrio cholerae Tor,
Vibrio cholerae cc y Vibrio cholerae No-01 la CMI es de 0.25 mg/ml y la CBM de 0.5
mg/ml. Para el resto de las bacterias sensibles a este extracto, la CMI estuvo entre 0.50 a
1.0 mg/ml y laCBM entre 0.75 a 1.5 mg/ml (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Concentraciones minima inhibitoria (CM1) y bactericida minima (CBM) del

extracto metanolico de Ceiba parvifolia.

BACTERIA CMI (mg/ml) CBM (mg/ml)
Staphylococcus aureus 0.25 0.50
Saphylococcus epidermidis 0.25 0.50
Sarcina lutea 0.50 0.75
Bacillus subtilis 0.75 1.0
Vibrio cholerae Tor 0.25 0.50
Vibrio cholerae cc 0.25 0.50
Vibrio cholerae agua 0.75 1.0
Vibri. cholerae No-01 0.25 0.50
Salmonella typhi 1.00 1.50
Escherichia coli 1.00 1.50

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Fraccionamiento

Tomando en cuenta que Sarcina lutea fue la cepa méas sensible a extracto metandlico (12.0
+ 0.5 mm), se escogid esta bacteria como indicador para realizar €l fraccionamiento

biodirigido.

Delacromatografia en gel (Sephadex LH —20) del extracto metandlico (libre de grasas), se
obtuvieron 30 alicuotas, que se agruparon en 7 fracciones de las cuales las facciones 2 a 5
mostraron actividad antibacteriana, siendo lamas activalafraccién 3 (halo de inhibicion de
18.0 £ 0.5 mm) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Actividad antibacteriana de | as fracciones
obtenidas en la columna de Sephadex LH-20.

HALO DE
FRACCION INHIBICION EN

(mm)

na
140+ 05
18.0+0.5
140+ 05
120+ 05

na

D 01~ W N P

7 na

El ensayo sdlo serealiz6 en Sarcina lutea.

na: no activa

De la cromatografia de columna abierta con fase estacionaria silica gel, se obtuvieron 200
alicuotas las cuales fueron agrupadas en 32 fracciones, de éstas 20 mostraron actividad,
siendo la fraccion 25 la que obtuvo e mayor halo de inhibicion (18.0 + 0.5 mm) (Cuadro
6).
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Cuadro 6.Actividad antibacteriana de | as fracciones obtenidas de la columna de silica gel.

POLARIDAD FRACCION HALO (mm)

100 % diclorometano 1-2 na
100 % diclorometano 3 8.0%05

100 % diclorometano 4-9 na
9-1 diclorometano-metanol 10 140+ 0.5
9-1 diclorometano-metanol 11 13.0£05
9-1 diclorometano-metanol 12 9.0+£05
9-1 diclorometano-metanol 13 120+ 05
9-1 diclorometano-metanol 14 13.0+£05
9-1 diclorometano-metanol 15 100+ 0.5
9-1 diclorometano-metanol 16 7.0+£05
9-1 diclorometano-metanol 17-18 80+£05
9-1 diclorometano-metanol 19-20 100+ 0.5
9-1 diclorometano-metanol 21 11.0+£05
8-2 diclorometano-metanol 22 9.0+£05
8-2 diclorometano-metanol 23 120+ 05
8-2 diclorometano-metanol 24 100+ 0.5
7-3 dicloro-metano 25 18.0+0.5
6-4 dicloro-metano 26 11.0+0.5
1-1 dicloro-metano 27-28 8.0+£05
100 % metanol 32 140+05

El ensayo sblo se realiz6 en Sarcina lutea

na: no activa
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Tomando en cuenta que la fraccién 25 de la cromatografia de silica gel obtuvo el mayor
halo de inhibicion y que posteriormente se demostro que se trataba de un compuesto puro
(Fig. 5a11), se obtuvieron los valoresdelaCMI Y CBM de esta fraccion que se muestran
enel cuadro 7.

Cuadro 7. Concentraciones minima inhibitoria (CM1) y bactericida minima (CBM) del

compuesto puro de Ceiba parvifolia.

BACTERIA CMI (mg/ml) CBM (mg/ml)
Staphylococcus aureus 0.25 1.50
Saphylococcus epidermidis 0.50 1.50
Sarcina lutea 0.25 0.75
Bacillus subtilis 0.75 1.50
Vibrio cholerae Tor 0.50 1.00
Vibrio cholerae cc 0.50 1.50
Vibrio cholerae agua 0.125 2.00
Vibrio cholerae No-01 0.25 0.50
Salmonella typhi >2.00 >>2.00
Escherichia coli >2.00 >>2.00

Todos |los ensayos se realizaron por triplicado

En el cuadro 8 se observa que en la mayoria de las cepas sensibles se necesitaron menores
concentraciones del extracto metandlico para alcanzar la CMI a diferencia del extracto
puro, esto se puede deber a un probable sinergismo entre los diversos compuestos presentes
en el extracto metandlico.
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Cuadro 8. Comparacion entre la concentraciones minima inhibitoria (CMI) del extracto

metandlico y e compuesto puro de Ceiba parvifolia.

CMI (mg/ml) CMI (mg/ml)
BACTERIA EXTRACTO COMPUESTO

METANOLICO PURO
Staphylococcus aureus 0.25 0.25
Staphylococcus epidermidis 0.25 0.50
Sarcina lutea 0.50 0.25
Bacillus subtilis 0.75 0.75
Vibrio cholerae Tor 0.25 0.50
V. cholerae cc 0.25 0.50
V. cholerae agua 0.75 0.125
V. cholerae No-01 0.25 0.25
Salmonella typhi 1.00 >2.00
Escherichia coli 1.00 >2.00

Aidlamiento del compuesto activo.

El punto de descomposicién de la fraccion activa (25) de la columna de silica gel, se logré

observar alos 230° C.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de la fraccion 25 mostré la pureza del
compuesto activo aisado de Ceiba parvifolia. Dicha cromatografia muestra un solo pico
(2.866 min) lo cua indica que la fraccion es pura. También se observa una sefid més
pequefia (3.504 min) que forma parte del mismo compuesto ya que absorbe a la misma
longitud de onda (pico méximo de absorcion = 280 nm) y el espectro de UV mostro la

misma forma gréfica (Figura 7'y 8).
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DADL1 E, Sig=280,16 Ref=400,100 (SERVI\FLAV0005.D)
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Figura 7. Cromatograma de HPL C de la fraccion 25 obtenida de la cromatografia de silica
gel del extracto metandlico libre de grasas de Ceiba parvifolia.
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Figura 8. Espectro de UV del compuesto puro con actividad

antibacteriana de Ceiba parvifolia.
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Figura 9. Espectro IR del compuesto puro responsable de la actividad antibacteriana de

Ceiba parvifolia.
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En el espectro de infrarrojo (Figura 9) se puede observar que el compuesto con actividad

antibacteriana presenta en su estructura quimica: e grupo funciona OH (3272.73 cm'Y), €

alargamiento entre C-C de un anillo (1608.10 cm™), ademéas la sefidl a 1519.79 cm™

confirma enlaces entre 4&tomos de carbono sp® (C=C) de anillos arométicos; en 1727.64

cm™ una sefial correspondiente a grupo carbonilo.

Mediante un espectro de masas (Figura 10) se obtuvo € peso molecular del compuesto
activo, €l cua fue de 620.6.

cina02 #49 RT:0.62 AV:1 NL: 3.60E3
T: + ¢ Full ms [ 20.00-650.00]
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Figura 10. Espectro de masas del compuesto puro de Ceiba parvifolia.
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Figura 12. Espectro de resonancia magnética nuclear de protones (RMNH)

del compuesto puro de Ceiba parvifolia (Amplificacion delazona 0.7 a 3.2 ppm).
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Figura 13. Espectro de resonancia magnética nuclear de protones (RMN'H) del

compuesto puro de Ceiba parvifolia (Amplificacion de la zona 3.4 — 4.3 ppm).
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El espectro de RMN'H muestra: |a presencia de protones base de alcohol (3.586 — 3.823
ppm); 2 dobletes correspondientes a protones unidos a carbonos anomericos (5.104 —5.116
ppm y 5.374 - 5.387 ppm) de azlcares; y en 6.775 ppm la sefial de protones aromaticos
(Figuras 9,10 y 11). Tomando en cuenta los datos obtenidos, probablemente el compuesto

con actividad antibacteriana sea un lignano glucosidado
Por ultimo en la determinacion de la presencia de taninos en el extracto, se observé que

tanto el extracto metandlico como el compuesto puro no provocaron hemalisis en la sangre,

lo cual indica que € compuesto con actividad antibacteriana no es un tanino.

31



Aguilar Robledo Ariadna.

DISCUSION
Rendimiento del extracto

En lo referente a rendimiento de la particion del extracto metandlico (Cuadro 2), se obtuvo
gue el mayor rendimiento fue la fase polar con 13.11 g (4.148 %) a diferencia de la fase
hexanica con 4.62 g, (1.462 %) lo que indica que la planta tiene mayor proporcion de
compuestos polares. Este hecho era de esperarse, ya que las cortezas principalmente estén

constituidas de ligninas y lignanos.

Lasligninas estan presentes del 15 — 35 % en lamayor parte del tejido de soporte del tallo
en la planta y es por eso que es € componente en mayor concentracion en xilema y

esclerénquima del floema (Preston, 1974).

Los lignanos se obtienen como fragmentos de la degradacién de la lignina, ambos estan
relacionados estructuralmente (tienen en comun un acido residual cinamico). Las ligninasy
los lignanos contienen grupos funcionales OH, junto con azlcares y anillos aromaticos, 1os

cuales les dan la caracteristica de ser polares (Croteau et al., 2002).

Actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana observada del extracto metandlico de Ceiba parvifolia (Cuadro
3, Figura4) valida el uso medicinal de esta corteza reportados previamente por Canales et
al., 2005.

En estudios previos (Canales et a., 2005) se reporta que la poblacion de San Rafael, usa
indistintamente la corteza de Ceiba parvifolia y Juliana adstringens para aliviar
enfermedades de posible origen bacteriano. La actividad antibacteriana del extracto
metandlico de Juliana adstringens ha sido comprobada (Canales et a ., 2005). Por lo antes
mencionado, se esperaba que € extracto metandlico de Celba parvifolia presentara

actividad antibacteriana.
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En genera los autores. Arguetay Cano (1994), Rocha (2002), Rosas (2003), Canales et
a., (2005) reportan €l uso del Pochote para diviar enfermedades relacionadas con
infecciones causadas probablemente por bacterias (diarreas, infecciones en los rifiones,
heridas infectadas, etc), lo cual queda demostrado con los resultados obtenidos en esta
investigacion.

Por otro lado, se determinG que las bacterias Gram-positivas, en particular Sarcina lutea
(Figura 6) son més sensibles a extracto metandlico de Ceiba parvifolia que las bacterias
Gram-negativas. Las caracteristicas morfoldgicas de la pared celular de las bacterias,
probablemente determine su susceptibilidad (Nicaido y Vaara, 1985). Las bacterias Gram-
positivas, a diferencia de las Gram-negativas, tienen una pared gruesa de peptido glucano,
lacual es permeable a solutos hidrofilicos (Scherrer y Gerhardt, 1971).

De esta manera, las bacterias Gram-positivas, serdn mas sensibles a los compuestos polares
(Figura 6), que las bacterias Gram-negativas. Con lo anterior se valida cientificamente el
uso tradiciona de Ceiba parvifolia (Pochote) por la comunidad de San Rafael, Coxcatlan,
Puebla.

Canales et a., (2005), reportan € uso de Ceiba parvifolia. (Pochote) para aliviar Ulceras.
Helicobacter pylori es una bacteria Gram-negativa causante de enfermedades
gastroduodenal es como: Ul ceras pépticas, infecciones que debilitan la proteccion de la capa
de mucosa del estdbmago y duodeno lo que permite que & acido estomacal junto con la
bacteria irriten €l revestimiento del intestino causando una llaga o Ulcera (Randhir., et &,
2004). Tomando en cuenta gue los compuestos de la corteza, inhibieron (aunque en menor
grado) a bacterias Gram-negativas, probablemente al consumir en infusién la corteza, se

contrarresten las molestias de esta enfermedad.

Concentracion minimainhibitoria (CM1) y bactericida minima (CBM).

Las concentraciones minima inhibitoria (CMI) y bactericida minima (CBM) del extracto
metandlico presentaron valores menores que los del compuesto puro con una pequefia

diferenciaque vade 0.25 — 1.0 mg/ml (Cuadro 9). Probablemente |o anterior se debi6 aque
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en e extracto metandlico interactlian diversos compuestos, haciendo sinergismo (“trabgjar
juntos’) (Katzung y Trevor, 1997), lo que permite mayor actividad antibacteriana a menor
concentracion adiferenciadel compuesto puro.

Aislamiento del compuesto activo.

El compuesto responsable de la actividad antibacteriana, como se puede ver en el espectro
de UV (Figura 8), presenta grupos fendlicos, ya que todos los fenoles, sin excepcion,
muestran una caracteristica de absorcion méxima en la region de 230 -290 nm (Harbone y
Dey, 1989).

El nmero de grupos idénticos en una molécula altera las intensidades relativas de las
bandas de absorcion en un espectro. Un grupo OH aislado en una molécula producen una
absorcion relativamente fuerte como se muestra en el lado izquierdo del espectro IR (Figura

9), lacual es unaregion situada entre 3000 y 3300 cm™* (Fessenden y Fessenden, 1983).

Los enlaces de (C=C) dan lugar a absorciones caracteristicas de intensidad variable, entre
1600 y 1700 cm™ (5.8-6.2 pm) (Fessenden y Fessenden, 1983). Como lo observado del
lado derecho a 1608,10 cm™ del espectro IR (Figura 9).

Mediante lo observado en las diferentes técnicas espectrométricas, probablemente €l
compuesto responsable de la actividad antibacteriana es un compuesto aromatico con
grupos OH. Probablemente se trate de una lignano, con posibles azlicares unidos a éste (2
dobletes 5.104 — 5.116 ppmy 5.374 — 5.387 ppm (Figura 11). Los monosacéridos asociados
con fenoles incluyen a la glucosa, galactosa, arabinosa, raminosa, xilosa, manosa, apiosa,
alosa, fucosa, acido glucoronico (Harbone y Dey 1989). Entonces se puede pensar que la
mayor parte del peso del compuesto (620.6) se deba ala presencia de azlicares.
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Actividad antifungica.

El compuesto puro que se aisl6 de la corteza de Ceiba parvifolia posiblemente se trate de
un lignano glucosidado, esta sustancia no tuvo actividad sobre cepas de hongos

fitopatcogenos y dermatofitosrmatofitos, esto se puede deber a que probablemente la

estructura quimica del compuesto aislado no sea la adecuada para actuar sobre los blancos
de los antimicoticos como lo son los griseofulvina (desorientacion del huso mitético e
inhibicion del movimiento cromosdmico), polienos (anfotecina B activa sobre esteroles),
flacitosina (se incorporaa ARN) (Greenwood et al., 2002).
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CONCLUSIONES

» El extracto metandlico de la corteza de Ceiba parvifolia (Pochote) presento
actividad antibacteriana.

» Las bacterias Gram-positivas son més sensibles al extracto metandlico del Pochote.

» El compuesto responsable de la actividad antibacteriana de Ceiba parvifolia es de
naturaleza polar. Su estructura quimica esta conformada por anillos arométicos, €l
grupo funcional OH y presenta azlicares.

» Los compuestos de la corteza del Pochote no presentan actividad antifungica.

» Losresultados obtenidos validan cientificamente el uso tradicional de esta especie.
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PERSPECTIVAS

Es necesario redlizar otros estudios para elucidar la estructura quimica del
compuesto con actividad antibacteriana aislado de la corteza de Ceiba parvifolia,
asi se podria investigar en especifico su funcionamiento y la interaccion con las
bacterias.

Se debe evauar la toxicidad, del extracto metandlico, asi como la del compuesto
responsable de la actividad antibacteriana, 1o anterior con la finalidad de proponer
este compuesto y/o extracto como aternativa en lamedicinatradicional.

Por la actividad del compuesto asilado de la corteza de Ceiba parvifolia contra

afecciones gastrointestinales que provocan diarreas y pueden ser confundidas con

otros padecimientos, seria recomendable evaluar e compuesto con actividad
antibacteriana de la corteza de Ceiba parvifolia en otros microorganismos como las
amibas, giardias entre otros, también causantes de diarreas.

Evaluar la actividad antibacteriana espacio-temporal, con la finalidad de observar si
en un grado mayor de estrés, € arbol del Pochote llega a producir mayor cantidad

de metabolitos secundarios de interés anti microbiano.
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APENDICES

Apéndicel
M étodo de difusion en agar de Kirby-Bauer (Koneman et al., 1985)

Para evaluar cualitativamente la actividad antimicrobiana de |os extractos se realizo:

Medio de cultivo.

Se utiliza como medio de cultivo estandar € agar Mueller-Hinton (Bioxon 110-1), ya que
promueve € desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos clinicamente
significativos. EI medio debe alcanzar un espesor uniforme de 4 mm, si es mas fino, los
antibidticos tienden a difundir més en direccion lateral, aumentando el tamafio de las zonas
de inhibicion, un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusion del

antibiético hacia abgjo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.

Indculo.

Con un asa estéril de poliéster se tocan las superficies convexas de 4 a 5 colonias. Se
sumerge el asa en un tubo con 10 ml de caldo Mueler-Hinton y se descarga el material. El
tubo de cultivo se incuba a 37°C de 18 a 24 horas, o0 hasta que la turbidez del medio sea
equivalente a estandar No. 0.5 de MacFarland. Esto equivale a una concentracion
aproximadamente 1.5 X 10° bacteriasml. El estdndar 0.5 de MacFarland se prepara
afiadiendo 0.5 ml de sulfato de bario a 99.5 ml de H,SO4 0.36 N. La comparacion de
turbidez entre el estdndar y el caldo con e organismo en estudio se puede efectuar
observandolos contra una cartulina blanca con lineas negras horizontales o en su defecto en

un espectrofotometro (Spectronic Milton Roy) a 660 nm.

Si la suspensiéon de organismos es mas turbia que e estandar, se afiade solucion salina
(NaCl 0.8 %) hasta iguaarla. Una vez logrado esto, se sumerge un hisopo de poliéster
estéril y seco en la suspension bacteriana, y antes de retirarlo se elimina el exceso de

liquido haciendo rotar €l hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo seinocula
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la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton. Previamente, se deja que la placa

alcance latemperatura ambiente.

Finalmente, se siembra mediante estria en a menos tres direcciones, girando la placa en
angulos de 60° después de cada estria. Se permite que la capa de bacterias se adhieran ala
superficie de agar durante un periodo de 5 minutos, después se aplican los sensidiscos con

|las muestras de las cuales seles evaluara su actividad antimicrobiana.

Aplicacion de sustancias.

Para este caso se utilizaron sensidiscos de 5 mm de didmetro hechos de papel Whatman No
5. En todos los casos se hacen diluciones para que los sensidiscos lleven la cantidad
deseada de producto. Se utilizan 2 mg de los extractos y del compuesto puro disueltos en 10
ul de disolvente correspondiente a cada extracto. Al llevar acabo la prueba de
susceptibilidad, los discos impregnados con la sustancia 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 otro y a 14 mm del borde de placa para evitar que las zonas de
inhibicion se superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los sensidiscos se
deben presionar suavemente con la punta de las pinzas, cuidando de no moverlos una vez

colocados en su lugar. Los sensidiscos se preparan 24 horas antes del bioensayo.

Controles negativos.
Discos a los que se les agrega 10 ul del disolvente empleado para disolver e problema,

dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los experimental es).
Controles positivos.

Se evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos con 25 ug de

cloramfenicol.

38



Aguilar Robledo Ariadna.

Incubacion.

Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad, se les colocan en una
incubadora a 37°C sin mayor tension de CO,. Es preciso evitar presion de CO, debido aque
se puede formar &cido carbonico en la superficie humedecida del agar, provocando un
descenso del pH. El desarrollo de unos microorganismos es inhibido a pH é&cido, lo que
tiende a estrechar falsamente la zona de inhibicién. Asi mismo, la actividad de diversos
antibi6ticos puede aumentar o disminuir con la caida de pH, produciéndose diferencias en
las velocidades de difusion y alteraciones de las zonas de inhibicién. Se incuba siempre en

placas con discos sin sustancias a evaluar como control negativo.

Interpretaci dn de resultados.
Las zonas de inhibicion se miden con una regla de calibracion en milimetros. En todos los

casos, esta prueba se hace por triplicado y se reportan los valores promedio en milimetros.

Apéndicell
Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
bactericida minima (CBM).

Microtécnica de dilucion en caldo (Koneman, 1985).
En esta técnica la susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se
determind en una serie de microtubos moldeados en una placa pléstica en este caso, se

utilizarén placas con 96 concavidades.

La micro placa se prepara colocando 50 ul de caldo de Mieller-Hinton (Bioxon 260) con
las siguientes concentraciones de extracto que se quiere probar (2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5,
0.25, 0.125). La placa se prepara 24 horas antes del ensayo con € fin de que se evapore €l

solvente en & cua sedisolviod € extracto.

Se prepara una suspension bacteriana inoculando una asada de la colonia en estudio en 10

ml de caldo Mieller-Hinton (Bioxon 260) y se incuba a 35°C durante 24 horas obteniendo
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una concentracion bacteriana de aproximadamente 1.5 X 10° bacteriasml. Se hace una
dilucién en solucién isoténica de NaCl 0.8 % para obtener una concentracion de 1.5 X 10°

bacterias/ml, en cada una de las 96 concavidades se colocan 50 ul de esta dilucién.

Una vez que se encuentra cargada la placa con la suspension bacteriana, se cubre con su
tapa para evitar e desecamiento durante laincubacion la cua seraa 35°C durante 24 horas.
Como control negativo se utilizardn 10 pul del solvente del extracto y cloramfenicol como

control positivo (25 pg/10 ).

Después del tiempo de incubacion, se afiade a cada cavidad 50 pl de una solucién a 0.08 %
de sal detetrazolio oxidada. La placa se incuba otros 30 minutos. En las cavidades donde se
desarrolla el organismo, el colorante es reducido a formazén, de color rojo visible,
observandose un boton rojo en e fondo de la cavidad. Donde no hay crecimiento
bacteriano, la solucion permanece clara.

Apéndicelll
M étodo cualitativo deinhibicion del crecimiento radial (Wangy Bun, 2002)

El ensayo contra hongos filamentosos se Ileva acabo en cajas petri (100 X 15 mm) que
contengan 10 ml de agar de papa dextrosa, en €l cual se inoculan las esporas del hongo.
Después que & micelio se ha desarrollado, se colocan discos previamente impregnados con
el compuesto activo a concentraciones crecientes (la preparacion de los discos esigual ala
técnica de difusion en agar).

Incubacion.

L as placas son incubadas a 23°C durante 72 horas hasta que € crecimiento micelia se haya

desarrollado.
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Controles negativos.
Discos a los que se les agregara 10 ul del solvente empleado para disolver e problema,

dejandolos evaporar durante 24 horas (al igual que los experimental es).

Controles positivos.

Se evalud la sensibilidad de la sepas experimentales con sensidiscos de 20 pg/disco de
Ketoconazol.

Interpretacién de resultados.

En el caso de existir zonas de inhibicion se reportara e extracto como activo, en todos los

casos esta prueba se realizo por triplicado.

ApéndicelV
M étodos cr omatogr aficos

Cromatografia de filtracion en gel.

1 g de Sephadex LH-20 se hidraté en agua bidestilada. Posteriormente se colocd en una
columnade vidrio (diametro 1.3 cm). Se dejo eluir e exceso de aguay se saturo la columna
con metanol.

Posteriormente se coloco la muestra (500 mg) se utilizé6 como fase mévil metanol. Se
colectaron aicuotas de 3 ml cada una.

Cromatografia de silica-gel.

Para la cromatografia en columna de silica-gel, se pesaron 10 g de silica utilizandola como
fase estacionaria y como fase movil se utilizé un gradiente de polaridad (empezando con
diclorometano y finalizando con metanol a 100%). En esta columna se fraccionaron 500
mg de la particion impregnados en celita. Se colectaron aicuotas de 3 ml cada una se

fraccionaron en esta columna
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Para el andlisis cromatogréfico cualitativo en placa fina, se emplearon placas de aluminio
(silicagel 60 F,s4 Merck) con un espesor de 0.20 mm con un indicador de fluorescencia.
Para larevelacion de la cromatografia se utilizd el sulfato cérico (agente cromégeno) y una
[&mpara de luz UV (366-254 nm).
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