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. RESUMEN

Las plantas medicinales constituyen una fuente natural importante en la basqueda
de nuevos compuestos con actividades farmacolégicas. Alnus acuminata subespecie
arguta (Schlecht), H.B.K. (Aile) es de gran importancia ecolégica, debido a su capacidad
de fijar nitrdgeno por medio de la asociacion simbidtica con los actinomycetos del género
Frankia y medicinal por su capacidad de astringencia entre otros atributos, de ahi el
interés de esta investigacion, para probar si tiene efecto antimicrobiano, contra algunos
patdégenos causantes de enfermedades en el hombre.

El sitio de muestreo fue en el municipio de Tétela del Volcan en el estado Morelos,
donde se realizd la colecta del material vegetal (hoja, rama y corteza). El cual se
desinfesto, secé y peso, para preparar las tinturas por medio de una maceracién
alcoholica (Método Galénico) y asi obtener el peso seco del principio activo. Se evaluaron
4 concentraciones: 30, 60, 90 y 120 mg/mL (con cada estructura) sobre las siguientes
cepas Corynebacterium xerosis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Mycobacterium
phlei, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida stellatoidea,
Geotrichum sp. y Criptococcus neoformans. Se realizaron los antibiogramas en medio de
cultivo Mueller Hinton para bacterias y Dextrosa Sabouraud para hongos, por el método
de difusion en agar Kirby-Bauer y la técnica de Barry. Asi mismo se determind la
concentracibn minima inhibitoria para cada microorganismo; se realiz6 una
espectroscopia de infrarrojo al principio activo de cada estructura de la planta (hoja, rama
y corteza), en un espectrofotémetro con trasformados de fourier, se realizaron pruebas de
toxicidad para cada estructura con Artemia salina y finalmente se realizaron los analisis
fisicos y quimicos del suelo donde crece el Aile.

El suelo donde crece Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. (Aile),
no presentan problemas de salinidad, poseen buena aeracion, son acidos y presentan un
alto contenido de materia organica.

De los microorganismos evaluados, presentaron sensibilidad antimicrobiana tres
bacterias, Corynebacterium xerosis, Staphylococcus aureus, Mycobacterium phlei y un
hongo, Geotrichum sp.; Para Corynebacterium xerosis en las estructuras de hoja y rama
con una concentracién de 60 mg/mL y en corteza con una concentracion de 30 mg/mL en
Staphylococcus aureus en la estructura de hoja con una concentraciéon de 90 mg/mL y en
corteza con una concentracién de 30 mg/mL, no habiendo respuesta en rama, finalmente
para Mycobacterium phlei sélo se presenté sensibilidad antimicrobiana en la estructura
de corteza con una concentracion de 120 mg/mL. Para el hongo Geotrichum sp. en las
estructuras de hoja y rama a una concentracion de 120 mg/mL. y en corteza con una
concentracion de 90 mg/mL.

La corteza presenta mayor accion antibacteriana que antimicotica. El espectro de
infrarrojo reveld la presencia de grupos funcionales: alcoholes asociados, huellas de
benceno, compuestos aromaticos, acidos carboxilicos, compuestos nitrogenados entre
otros, finalmente la prueba de toxicidad a la cual se sometié el principio activo de cada
una de las estructuras de la planta (hoja, rama y corteza) reveld no ser toxica frente a
Artemia salina Leach.

Palabras clave: Planta medicinal, principio activo, concentracion minima inhibitoria (CMI), espectro de
infrarrojo (IR), toxicidad.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS



Juan Romero Cuenca Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM

IIl. ABSTRACT

The medicinal plants constitute an important natural source in the search of new
made up with pharmacological activities. Alnus acuminata subspecies arguta (Schlecht),
H.B.K (Aile) it is of great ecological importance due to their capacity to fix nitrogen by
means of the association simbiotic with the actinomycetos of the gender Frankia and
medicinal for their capacity of astringency among other attributes, of there the interest of
this investigation, to prove if has effect antimicrobiano, against some causing pathogens of
illnesses in the man.

The sampling place was in the municipality of Tétela of the Volcano in the state of
Morelos, where was carried out the collection of the vegetable material (leaf, branch and
bark). which you disinfects, dry and | weigh, to prepare the dyes by means of an alcoholic
maceration (Method Galénico) and this way to obtain the dry weight of the active principle.
4 concentrations were evaluated: 30, 60, 90 and 120 mg/mL (with each structure) on the
following stumps Corynebacterium xerosis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Mycobacterium phlei, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
stellatoidea, Geotrichum sp. and Criptococcus neoformans. They were carried out the
antibiogramas amid cultivation Mueller Hinton for bacterias and Dextrosa Sabouraud for
mushrooms, for the diffusion method in agar Kirby-Bauer and the technique of Barry.
Likewise the inhibitory minimum concentration was determined for each microorganism;
was carried out an infrared espectroscopia at the beginning active of each structure of the
plant (leaf, branch and bark), in an spectrophotometer with fourier transformations,
likewise they were carried out toxicity tests for each structure with Artemia saline and
finally they were carried out the physical and chemical analyses of the ground where the
Aile grows.

The ground where Alnus acuminata subspecies arguta grows (Schlecht), H.B.K
(Aile), they don't present problems of salinity, they possess good aeration, they are acid
and they present a high content of organic matter.

Of the evaluated microorganisms, they presented answer antimicrobiana three
bacterias, Corynebacterium xerosis, Staphylococcus aureus, Mycobacterium phlei and a
mushroom, Geotrichum sp.; For Corynebacterium xerosis in the branch structures and leaf
with a concentration of 60 mg/mL. and in bark with a concentration of 30 mg/mL. in
Staphylococcus aureus in the leaf structure with a concentration of 90 mg/mL. and in bark
with a concentration of 30 mg/mL. there not being answer in branch, finally for
Mycobacterium phlei alone you presents sensibility antimicrobiana in the bark structure
with a concentration of 120 mg/mL., For the mushroom Geotrichum sp. In the leaf
structures and branch with a concentration of 120 mg/mL. and in bark with a concentration
of 90 mg/mL.

The bark presents bigger action antimicrobiana that antimicotica. The infrared
spectrum revealed associate alcohols, prints of benzene, compound aromatic, acid
carboxilicos, compound nitrogenados among other, finally the toxicity test to which
underwent the active principle of each one of the structures of the plant (leaf, branch and
bark) revealed not to be toxic with Artemia saline Lench.

Key words: medicinal plants, active principle, inhibitory minimum concentration (CMI), infrared
spectroscopy (IR), toxicity.
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l1l. INTRODUCCION

El interés por las plantas medicinales, ha resurgido una vez mas en el &mbito de la
ciencia. Es frecuente en la literatura cientifica la inclusién de especies vegetales como
uno de los recursos importantes a considerar en la bisqueda de nuevos medicamentos
(Lozoya, 1999).

Este fendmeno también ha cobrado fuerza en México y esa medicina empirica a la
gue recurre un porcentaje elevado de la poblacion mexicana aun no posee suficientes
estudios que validen sus propiedades terapéuticas, es por ello que las Ciencias de la
Salud se inclinan por investigar y considerar la permanencia del uso de ciertos vegetales
con propiedades medicinales y con ello pretenden validar su eficacia terapéutica (Linares,
1996).

Siguiendo este procedimiento el estudio farmacolégico de extractos crudos
constituye una parte integral importante en la investigacion farmaco-terapéutica de las
plantas. Los extractos integros, denominados también extractos crudos, son la forma de
preparado mas cercana al producto usado habitualmente por la poblacién. La deteccion
de sus efectos bioldgicos permite, en cierta medida, explicar y sustentar el uso medicinal
atribuido al recurso herbolario, presumir cierto grado de toxicidad en algunos casos, 0
bien detectar un efecto biolégico no esperado, pero de relevancia (Kumate, 1993).

La fase ulterior en el proceso de investigacion de una planta, es el aislamiento e
identificacion del compuesto responsable de la actividad. Encontrar una nueva molécula
biol6gicamente activa, o descubrir una novedosa estructura que sirva de modelo para la
sintesis de compuestos con efecto biolégico, permite ahondar en el conocimiento de los
mecanismos de accidén de este principio activo y efectuar una correcta evaluacion
farmacoldgica de ellos, para definir luego sus potencialidades como medicamentos
(Kumate, 1993).

La investigacion experimental de plantas medicinales en México se ha destacado
por un notable y sostenido avance en el estudio fitoquimico de las especies botanicas del
pais. La literatura cientifica internacional refleja claramente el trabajo de excelencia y alta
tecnologia que desarrollan los expertos nacionales. Es significativa la informacion
existente sobre la composicidon quimica de las plantas usadas con fines terapéuticos; sin
embargo, un escaso numero de plantas medicinales han sido evaluadas en sus
propiedades biolégicas y sus potencialidades como medicamentos. Tal es el caso de
Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. (Aile) al cual se le atribuyen
propiedades medicinales como antifungicas y antibacteriales entre otras (Martinez, 2000),
es por ello que este trabajo pretende evaluar el efecto antimicrobiano, mediante el estudio
de la sensibilidad in vitro de patégenos que afectan a la salud humana, asi mismo evaluar
su toxicidad frente a Artemia salina Leach y asi obtener un pardmetro que valide su
eficacia terapéutica.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS
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V. JUSTIFICACION

Desde tiempos inmemoriales las plantas han sido empleadas para aliviar los males
de la humanidad, y sélo después de muchos afios, su conocimiento empirico fue
acumulandose y posteriormente, formé parte integral de sistemas y tradiciones curativas
de pueblos tan distantes como diversos (Ibarra, 2001).

En México, las plantas medicinales han sido y siguen siendo un recurso importante
para buscar alivio a las enfermedades mas comunes. El pais geograficamente es
privilegiado, pues posee una de las floras mas ricas del planeta. El area designada a
Tétela del Volcan, ubicada en el estado de Morelos, en el cual predominan diferentes
tipos de bosques, asi como hierbas y arbustos creciendo bajo los arboles; nos da un
elevado numero de objetos de estudio (Gomez, 2001).

Segun datos de la organizacion Mundial de la Salud, mas del 80% de la poblacién
del planeta depende del uso de plantas silvestres para la atenciéon de enfermedades.
Como es de esperarse, la distribucion de esa poblacion no es homogénea, se concentra
en los paises menos industrializados y que coincidentemente, poseen una importante
riqueza floristica y cultural (Martinez, 2000).

De las casi 260 mil especies de plantas vasculares conocidas por la ciencia, es
decir, aquellas que han sido colectadas, catalogadas, nominadas cientificamente y
depositadas en algun herbario en el mundo, son fundamentalmente desconocidas desde
cualquier otro punto de vista. En otras palabras, sus caracteristicas fisiol6gicas, quimicas,
sus requerimientos ecoldgicos entre otros aspectos, se conocen en sélo un uno o dos por
ciento (Ochoa., 1996).

Entre la inmensidad de compuestos quimicos generados en estos eficaces y
baratisimos laboratorios que son las plantas, los alcaloides tienen un lugar preeminente
como defensas toxicas contra sus depredadores naturales. Estas sustancias toxicas para
los herbivoros, tienen efectos diversos en otras especies de animales, como es el caso
notable de la especie humana (Saldierna et al, 2000).

Todo lo mencionado, justifica realizar la presente investigacion, con el fin de
buscar elementos aplicables a la salud, como antimicrobiano de patégenos que atacan al
hombre y con ello recuperar el conocimiento tradicional validado y reinsertdndolo en la
medicina cientifica.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS
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V. MARCO TEORICO

Plantas Medicinales a través de la Historia

Hay evidencia, por los descubrimientos realizados junto a restos de los primeros
hominidos, que hace unos 60,000 afios ya se utilizaban hierbas como el malvavisco. En
Pert se han encontrado utensilios con restos de coca que datan de hace unos 50,000
anos y de hierbas medicinales tratan los primeros textos esculpidos que se conocen:
jeroglificos egipcios de hace unos 6,000 afios se refieren al uso medicinal de las plantas.
El papiro de Eberrs, de 20 m de longitud, descubierto en 1873 por el egiptélogo aleméan
Georg Ebers, se revel6 como el primer documento escrito sobre fitoterapia (el tratamiento
de las enfermedades a través de las plantas). Se escribi6 2,400 afios a. de C., y sus
primeras palabras son las siguientes: “Aqui comienza el libro que trata de la elaboracion
de remedios para curar todas las partes del cuerpo humano” (Puri, 1997).

En el siglo lll a. de C., en Edfu, en el bajo Nilo (junto a los que hoy es Assuan), en
el templo de Horus se cre6 una escuela de medicina en cuyo jardin se cultivaban plantas
medicinales. Los egipcios se extendieron rapidamente por Mesopotamia y alcanzaron a
Grecia. Se han calculado que en Babilonia se empleaban mas de 200 plantas
medicinales, entre ellas la belladona. Los griegos supieron aprovechar la herencia egipcia
y dieron un cierto sentido cientifico al uso de las plantas medicinales: a cada enfermedad
le aplicaban un remedio. Hip6crates, que vivio en el siglo V a. de C., siguié aplicando el
mismo método, marcando pautas y dosis de administracién. Hoy es considerado como el
padre de la Medicina (Sabates, 1995).

En el otro extremo del continente euroasiatico, las culturas orientales se
desarrollaron paralelamente. EI emperador Chino Shen Nung describe mil plantas
medicinales 3000 afios a. de C. Se sabe que en la India, un milenio méas tarde,
enfermedades como el asma o el resfriado comln eran tratadas con cafamo (Martinez,
2005).

Hay que esperar hasta el siglo | de nuestra era para que nazca Dioscérides. Si
Hipocrates ha sido considerado como el padre de la Medicina. Dioscérides es, sin lugar a
duda el padre de la fitoterapia. Su obra Materia Médica recoge todo el saber de su tiempo
sobre las plantas medicinal: consta de 6 libros en el que describe 6,000 especies (mas de
500 de plantas) (Garcia, 1995).

En Roma, Galeno (nacido en Grecia) da un paso adelante en el conocimiento de
las hierbas al marcar pautas para la extraccion y formas de administracion de los
principios activos: utiliza para ello agua, alcohol o vinagre y describe las formas de
administracion, como los emplastos. En su honor, se ha denominado (galénica) la rama
de la farmacia que trata de la preparacion de medicamentos (Hoareaul, 1999).

Las expediciones del nuevo mundo dieron a conocer muchisimas plantas
desconocidas en el viejo continente. Aparecieron los primeros herbarios americanos,
como el manuscrito Badiano, escrito por el médico Azteca Martin de la Cruz: descubre
plantas que revolucionaron la fitoterapia europea (Martinez, 2000).
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Las Plantas Medicinales en México

México se distingue por su parte tradicional herbolaria. Se estima que las plantas
medicinales usadas en el pais ascienden a mas de tres mil. La efectividad de muchas de
ellas se ha probado de manera empirica, con base en pruebas y error: en cambio, pocas
se han estudiado exhaustivamente, por lo que existe un basto campo de trabajo para la
investigacion (Potter’s, 1998).

La Republica Mexicana posee una flora muy diversa debido a su orografia,
variedad climatica y edafologica, asi como por su situacion geografica en el continente
Americano (Sabates, 1995). Dentro de la flora las plantas medicinales han sido parte
importante en la historia y cultura de los pueblos indigenas. Su uso y aplicaciones para el
remedio de enfermedades constituyen un conocimiento que aun es transmitido en forma
oral de generacion en generacion como parte de las tradiciones heredadas.

A partir de 1521, con la colonizacién de los espafioles, la cultura mexicana sufrié
una transformaciéon muy grande. Junto con los cambios politicos, sociales, econémicos y
religiosos que se suscitaron, se inicio un intercambio de especies animales y vegetales
entre América y Europa. Este hecho enriquecié la herbolaria medicinal de México, la cual
incorpord desde entonces no solo plantas nativas sino también europeas (Linares, 1996).

Los religiosos franciscanos, entre otros, preocupados por reunir estos
conocimientos y otros aspectos importantes de la antigua cultura indigena, fundaron el
colegio de Santa Cruz de Tlatelolco en 1536, donde indigenas de familias ilustres
adquirieron conocimientos diversos de la cultura occidental en espafiol y el latin. Entre los
indigenas ahi formados destacaron Martin de la Cruz y Juan Badiano de Xochimilco. El
primero escribié en 1552 el manuscrito nahuatl denominado Libellus de Medicinalibus
Indorum Herbis, conocido como Cédice Badiano por la tradicion latina que hiciera Juan
Badiano (Lozoya, 1999).

En el mismo siglo XVI Fray Bernandino de Saghun escribié durante casi sesenta
afios con la colaboracion de informantes indigenas, la Historia general de las casas de
Nueva Espafia en nahuatl y espafiol. Esta obra se conoce como Cddice Florentino debido
a que se conserva en la biblioteca Medicea-Laurenciana de la ciudad de Florencia.

En 1577 Francisco Hernandez, protomédico enviado por Felipe Il de Espafia, llevo
de regreso a su pais muestras de plantas secas. Luego de una investigacion de siete
afios publicé la Historia de las plantas de la Nueva Espafia, que lamentablemente fue
destruido por el fuego que consumié la biblioteca de El Escorial en 1671. Por fortuna,
otras ediciones de su obra, como la Historia Natural de la Nueva Espafia, vieron la luz
gracias a las copias manuscritas que el propio Hernandez mando hacer y que conservan
en México y en Espafia.

Muchos afios pasaron sin que se hicieran trabajos de investigacion sobre plantas
medicinales hasta que fue creado el Instituto Médico Nacional en 1988 el cual abri6
nuevas posibilidades de los remedios vegetales. Con todo, el auge de la farmacéutica y
pérdida de tradiciones indigenas por un amplio nlacleo de poblaciones a nivel nacional
agotaron considerablemente el campo de la medicina herbolaria (Martinez, 2005).
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En el presente siglo el eminente mexicano Maximino Martinez realizo trabajos de
gran valor como Las Plantas Medicinales de México, Las Plantas Utiles de la flora
mexicana: Para la elaboracion de éstos, se basoé en las investigaciones reportadas en los
Anales del Instituto Medico Nacional, la Farmacopea mexicana y otras fuentes
importantes, asi como en sus propias investigaciones y encuestas sobre el conocimiento
popular. Sus trabajos contribuyeron enormemente al conocimiento botanico tradicional de
nuestro pais.

Actualmente, el estudio de las plantas medicinales se ha visto favorecido por
investigaciones de diversas instituciones como la Universidad Nacional Autbnoma de
México, el instituto Mexicano del Seguro Social, el Instituto Politécnico Nacional, la
Universidad Auténoma de Chapingo y el Instituto Nacional de Antropologia e Historia,
entre otras.

Este hecho, ademéas de que ha permitido enriquecer el campo de la medicina
herbolaria, ha ayudado a la investigaciéon de una parte importante de las tradiciones de
México que se encuentran en vias de extincién (Potter’s, 1998).

Las plantas nos resultan extremadamente utiles. Por una parte nos aportan el
oxigeno necesario para poder respirar. Pero ademas nos aportan nutrientes para que
podamos alimentarnos. El uso de las plantas como alimento ha supuesto una busqueda
desde los inicios de la humanidad de aquellas especies que resultaban comestibles de
aquellas que no lo eran. En esta busqueda el hombre ha experimentado en su propio
cuerpo y ha comprobado como lo que pretendia que fuese un alimento se convertia en un
mortal veneno (Hugo, 1980).

La importancia de las plantas medicinales se hace mas patente en la actualidad en
los paises en vias de desarrollo.

Denominemos plantas medicinales a cualquier vegetal que contenga, en
cualquiera de sus érganos alguna sustancia con actividad farmacoldgica que se puede
utilizar con fines terapéuticos o que se puede emplear como prototipo para obtener
nuevos farmacos por sintesis o hemisintesis farmacéutica (Kuklinski, 2003). La evolucion
de este cocimiento ha sido larga y dificil, ya que ha sufrido las virtudes de la historia de la
medicina en sus diversas vertientes culturales. Las plantas medicinales han acomparfiado
al hombre en su peculiar historia ya sea para ser protegidas y preservadas o
menospreciadas y destruidas; las mismas plantas consideradas en una época veneno
mortal, instrumento diabdlico y fuerte de hechiceria en otras han sido milagrosas remedio,
curacion divina y fuente de salud (Martinez, 1996).

En el XX, los grandes avances cientificos y tecnoldgicos permitieron desarrollar
sustitutos artificiales a los productos naturales. Sin embargo, el nivel de deterioro del
ambiente, a raiz de la contaminacién, han producido un vuelco de mentalidad, sobre todo
en paises desarrollados, donde en los Gltimos afios se ha beneficiado una tendencia de
volver a los productos naturales, libres de contaminacion, al uso de hierbas medicinales,
plantas aromaticas o de esencias y plantas condimentarias (Moron y Sierra., 1982).

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS
14


http://www.botanical-online.com/plantascomestibles.htm
http://www.botanical-online.com/plantasvenenosas.htm

Juan Romero Cuenca Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM

5.1. IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS MEDICINALES

La importancia de las plantas medicinales se hace mas patente en la actualidad en
los paises en vias de desarrollo (Forés, 1997).

En paises tecnolégicamente avanzados como los Estados Unidos se estima que
un 60 % de la poblacion utilizan habitualmente plantas medicinales para combatir ciertas
dolencias. En Japon hay mas demanda de plantas medicinales que de medicinas oficiales
(Rzedowski y Calderén, 2001).

La medicina moderna, a través de los andlisis clinicos, ha conseguido precisar la
validez de aquellas plantas que la tradicion habia utilizado a base del método de ensayo y
error. Muchas resultaron ser validas; otras demostraron ser inocuas; otras potencialmente
peligrosas. Han sido precisamente los analisis bioquimicos los que han podido determinar
cuales son los componentes principales de las plantas medicinales. Los llamados
principios activos (Pérez, 2001).

La capacidad de la moderna industria quimica de producir estos principios sin la
ayuda de las plantas no supone negar la importancia que estas tienen y seguiran teniendo
en el futuro. Entre los principales argumentos de defensa de las plantas medicinales
tenemos los siguientes:

* Un banco de futuras medicinas por descubrir

Existen aproximadamente medio millén de plantas con flores, la mayoria de los
cuales no ha sido investigada y cuyos principios podrian ser decisivos en la curacién de
enfermedades actuales o venideras (Martinez, 2000).

* Medicina sinergética

Se ha comprobado en muchos casos que la aplicaciéon de ciertos compuestos
aislados no tienen un efecto deseado, bien porque no tiene el mismo poder curativo que
cuando se toma en conjunto con el resto de componentes, 0 bien porque ha resultado ser
toxico.

Los componentes de las plantas tienen un efecto sinérgico, es decir interactian
todos a la vez, de manera que los usos pueden complementar o potenciar a otros o
neutralizar sus posibles efectos negativos.

* Apoyo de la medicina oficial
El tratamiento de enfermedades muy complejas puede requerir en algunos casos

el apoyo de las propiedades medicinales de las plantas o de los derivados que ellas nos
proporcionan.
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* Medicina preventiva

Finalmente, no debemos olvidar el caracter preventivo que las plantas tienen con
respecto a la apariciébn de enfermedades. En este sentido las plantas superan a los
remedios quimicos que se aplican fundamentalmente cuando ya ha aparecido la
enfermedad.

Se ha comprobado como la ingestion de alimentos naturales puede prevenir
muchas patologias. Se admite que la ingestion de vegetales con propiedades
antioxidantes, especialmente aquellos que pertenecen al grupo de las brasicaceas, como
coles, rabanos, etc., o ciertas liliaceas, como el ajo o la cebolla tienen la capacidad de
contrarrestar la aparicion de ciertas enfermedades degenerativas como el cancer u otras
enfermedades del aparato circulatorio (Sabates, 1995).
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5.2. MANEJO DE LAS PLANTAS MEDICINALES
Recoleccién

Un aspecto basico a considerar es el lugar en el cual suele desarrollarse una
planta. Viven alli donde las condiciones ambientales son las mejores para ella, lo cual
significa que pueden vivir perfectamente en medios distintos, pero su crecimiento y
desarrollo no sera el mismo, y su rendimiento serd mucho menor. Constituyen una
excepcion los cultivos industriales, en los que puede afadirse a la tierra un determinado
abono para aumentar la productividad de una sustancia concreta, o manipularla
genéticamente para que nos incremente la sintesis del producto que nos interesa (Volak y
Standali, 1990). Asi, mientras resulte posible, sera preferible ir a recolectar plantas alli
donde se desarrollan espontaneamente.

Cuando

Hay que escoger no sélo la fecha, sino las condiciones meteorolégicas y la hora
del dia; luego escoger la temporada, posteriormente la fecha que se fijara en los primeros
dias de la época de recoleccion, por si debe anularse y ha de dejarse la salida al campo
para otro dia. Debe escogerse un dia seco, en que luzca el sol, que no haya llovido el dia
anterior, y mucho mejor si no ha llovido durante mucho dias antes, pues en ausencia de
agua los principios activos se encuentran mucho mas concentrados. Finalmente la hora: o
por la mafiana o por la tarde (excepto cuando, por circunstancias particulares, deba
realizarse la operacion a otras horas).

Como norma general, las raices se desentierran en el periodo vegetativo, es decir,
en otofio o en primavera. Los bulbos se recogen en otofio, después de haber madurado
las semillas, que es cuando se acumulan en ellos las sustancias activas. Los tallos se
cortan hacia finales de otofio, cuando las hojas han perdido su actividad.

La recoleccién de las hojas tiene lugar cuando estan en pleno desarrollo, antes de
la floracién, al aparecer los primeros capullos. Las flores y las inflorecencias se cortan al
inicio de su desarrollo, antes de que los pétalos se extiendan y tenga lugar la fecundacion.
Los frutos, tanto los carnosos como los secos, deben recolectarse en la madurez, pero
antes de que empiecen a degradarse. Para recoger las semillas, en cambio, hay que
esperar a que el fruto esté completamente maduro y la planta empiece a marchitarse (si el
fruto se abre y deja caer las semillas, pueden recogerse del suelo). La corteza puede
arrancarse durante todo el afio, pero hay que escoger los arboles o arbustos de mas de
tres afos, para no dafarlos (Mufioz, 1987).

Desecacién

Una vez llegado al laboratorio hemos de actuar rapidamente para conservar la
maxima cantidad de sustancias activas en la plantas. Excepto las plantas que contienen
esencias volatiles, deben dejarse secar previamente al sol durante una hora. Luego la
desecacion se llevara a cabo en un lugar ventilado y seco, con las plantas esparcidas,
preferiblemente colgadas, para que pueda circular el aire a través de ella y en todas
direcciones. En ningun caso habra dos plantas distintas en contacto. Las raices y rizomas
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deberan lavarse con agua para retirar el suelo y después dejarse secar al sol para que
desaparezca la humedad en su superficie. Entonces se cortan en trocitos de unos dos
centimetros de espesor, pues una vez secas seria muy dificil trocearlas. Ante la dificultad
de colgarlas, pueden dejarse secar en cartones, cambiando la posicién cada dia; incluso
pueden exponerse al sol durante el dia y por la noche deben resguardarse para evitar la
humedad. Los 6rganos carnosos pueden desecarse en una estufa si no se superan los
40 grados de temperatura (Alonso, 2004).

Con la desecacion se elimina el agua, que comprende aproximadamente el 80%
del peso de la planta fresca. La desecacion se dara por terminada cuando las hojas dejen
de estar humedas al tacto y adquieran una consistencia rigida y se rompan al intentar
desdoblarlas. La duracion del proceso variara segun el tipo de planta que se trate. Por lo
general bastara con una semana, aunque pueden necesitarse 15 dias.

Conservacion

Si la desecacion se ha realizado correctamente, pueden guardarse las plantas
hasta el afio siguiente. Debe buscarse un lugar seco, fresco y oscuro con poca diferencia
de temperatura —mejor cuanto mas constante sea ésta, entre verano e invierno. Las
plantas pueden trocearse, clasificarse y colocan en frascos de color &mbar o verdes,
pues evitan el paso de la luz y permiten ver su interior en todo momento (Alonso, 2004).
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5.3. PRINCIPIOS ACTIVOS

La fuerza curativa y reparadora de las plantas medicinales viene dada por una
amplia variedad de principios activos que son capaces de producir a partir de sustancias
tan simples y tan comunes en el medio ambiente que nos rodean como el agua, el diéxido
de carbono o el nitrdgeno. Conocer a fondo como actlan estos componentes activos es
indispensable para llegar a descubrir el comportamiento de las plantas en nuestro
organismo y la manera en que inciden sobre nuestra salud (Martham, 1982).

Las plantas actian como mini laboratorios quimicos. A partir de dos sustancias
inorganicas como son el agua, que absorben del suelo, y el diéxido de carbono, que
captan del aire, son capaces de producir glucosa a través de la fotosintesis. Esta reaccion
guimica es posible gracias a un pigmento de color verde que Unicamente se encuentra
en las plantas (clorofila), capaz de captar energia del sol y transformarla en materia viva.
Por este proceso quimico del que participan el agua, el diéxido de carbono y la luz solar
se obtienen la glucosa y el almidon, base de la vida quimica en la planta. La glucosa y el
almidén producidos por las hojas se combinan con las sales minerales absorbidas por las
raices, lo que permite a las plantas sintetizar diversos principios activos como lipidos,
taninos, glucosidos y vitaminas. Hasta ahora se han identificado mas de 12,000 principios
activos, muchos de los cuales son los responsables directos de la capacidad curativa de
las plantas (Kukliski, 2003).

De tal manera denominamos principio activo a la sustancia quimica responsable
de la actividad farmacoldgica y el uso terapéutico de un farmaco. Curiosamente, en
muchos casos estos principios activos son metabolitos secundarios de las plantas, es
decir, sustancias aparentemente importantes para la planta y que en muchos casos se
consideran como desechos metabdlicos. Desde que el hombre empez6 a utilizar las
plantas medicinales dando cierto enfoque cientifico, intenté descubrir cuales eran los
componentes responsables de su propiedades curativas.

Por lo general, en una planta hay unos principios activos que podriamos
denominar “principales”, que son los responsables de la accidon mas importante, otros
principios activos que se pueden considerar como secundarios, que actian como
coadyuvantes en unos casos o como moduladores de la accion de otros. Ello hace que la
actividad terapéutica que se obtiene empleando el fitocomplemento sea en la mayor parte
de los casos, muy distinta de la que se obtiene empleando un principio activo
aisladamente.

Los principios activos de las plantas medicinales pueden aparecer en toda la
planta, aunque, generalmente, las raices y la corteza presentan los niveles mas altos.
Flores, semillas o frutos serian partes que contienen muchos de ellos. Estos principios
pueden variar a lo largo en una misma especie y en una misma planta de acuerdo a
muchos factores: época del afio, caracteristicas del suelo, etc. (Martham, 1982).
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La medicina moderna, a través de los andlisis clinicos, ha conseguido precisar la
validez de aquellas plantas que la tradicion habia utilizado a base del método de ensayo y
error. Muchas resultaron ser validas; otras demostraron ser inocuas; otras potencialmente
peligrosas. Han sido precisamente estos analisis bioquimicos los que han podido
determinar cuales son los componentes principales de las plantas medicinales (Kukliski,
2003).

Los principios activos que presentan las plantas son.:
Los flavonoides o bioflavonoides

Son pigmentos vegetales no nitrogenados. Su funcién dentro del mundo de las
plantas parece ser la de atraer a los polinizadores hacia las flores o los animales que
comen los frutos con la intencién de que puedan dispersar mejor las semillas.

Se han descubierto mas de 600 flavonoides. Todos ellos parecen tener un papel
muy importante en la alimentacion humana, dado que presentan propiedades medicinales
muy interesantes como antiinflamatorios y antialérgicos, por sus propiedades
antitrombaticas y vasoprotectoras, por la inhibicion de la promocion de tumores y como
protectores de la mucosa gastrica. Estos efectos se han atribuido a la influencia de los
flavonoides sobre el metabolismo del acido araquidénico. Muchas plantas que contienen
flavonoides son diuréticas ( p. Ej. Buchu y retama) o antiespasmadicas (como regaliz y
perejil). Algunos flavonoides poseen propiedades antibacterianas y antifingicas
(Bhogaman, 1978).

Alcaloides

Desde un punto de vista farmacol6gico se trata de las sustancias mas activas
entre las presentes en la naturaleza, porque algunas representan los venenos mas
potentes conocidos. Quimicamente los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas
de naturaleza alcalina. Algunos son liquidos, y en este caso no contienen oxigeno; la
mayoria de las veces son solidos cristalizables y contienen oxigeno. Otra caracteristica
guimica es la posibilidad de precipitar sus soluciones mediante reactivos especificos que
sirven para determinar y evaluar su presencia. En la naturaleza, en general, estan
presentes en estado de sal, mas raramente como bases libres.

Todavia no esta clara la funcién de los alcaloides en las plantas. Descartada la
hipétesis de que se trata de hormonas vegetales, pero es cierto que estan ligados a
factores dependientes del crecimiento vegetativo o en relacion con fases de asimilacion.

Es curioso el hecho de que la mayor parte estan presentes y, en mayor cantidad,
en las plantas vasculares superiores (dicotiledéneas) y s6lo en algunas grandes familias
como las apocinaceas, papaveraceas, papilionaceas, ranunculaceas, rubiaceas,
solanaceas y no, por ejemplo, en las rosaceas o en las labiadas. Otros grupos de
alcaloides ampliamente representados tienden a presentar constituciones siempre
similares reproducidas mediante técnicas de cultivo (abono oportuno, hibridacién) para
aumentar o disminuir la produccion de ciertas partes de la planta (Bhogama, 1978).
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Glucoésidos

Estas sustancias, muy difundidas en la naturaleza, constituyen otro importantisimo
grupo de principios activos de las plantas medicinales. Su caracteristica quimica comun
es la de ser compuestos organicos derivados siempre de la unién de un azucar con otros
compuestos denominados aglicones. El azUcar en general es el d-glucosio y sélo en este
caso es mas apropiada la definiciébn de glucosidos; pero muchos otros pueden ser los
azucares presentes: ramnosio, galactosio, ribosio, digitalosio. En todos estos casos es
mas correcto hablar de “glucésidos”.

La union entre el azlcar y el aglicone “enlace glucosidico” son siempre la parte
farmacoldgica activa del compuesto. En las plantas los glucésidos estan ligados al
metabolismo de la misma en relacién a situaciones nocivas para ella: explican actividad
reguladora y protectora.

Taninos

Estos compuestos estan presentes con mayor frecuencia en las ericaceas, las
leguminosas, las rosaceas y las salicaceas. Se utilizan mucho en medicina como
astringentes en el tratamiento de diarreas, inflamaciones, enrojecimientos y, para uso
externo en las heridas. Poseen otras aplicaciones como la preparacién de tintes y la
curticién (Martham, 1982).

En las plantas medicinales los taninos pueden formarse con azlcares y se
hablara propiamente de un “tandsido” o “glucésido tanoide” o ser tanoide libre,
hidrolizables, y taninos condensados. Los tanoides constituyen un grupo de derivados del
acido clorofénico, presentes en el café, té, mate, tabaco y matacdn mismos que poseen
propiedades astringentes. Ademas las plantas con taninos deben conservarse no mas de
dos afios, siempre al resguardo de la luz, para evitar el enegregimiento del farmaco y la
consiguiente pérdida de actividad.

Aceites esenciales

En un pasado no muy lejano, los aceites esenciales, sinbnimo de “esencias”
estaban conceptualmente ligados a la preparacion de perfumes y balsamos. Actualmente
constituyen una rama completa de la Fitoterapia denominada Aromaterapia.

Los aceites esenciales, sustancias organicas entre mas variadas y complejas,
estdn presentes en casi todas las plantas, pero de forma particular en las labiadas,
coniferas, mirtaceas, liliaceas, laurdceas, umbeliferas, rutdceas y compuestas.
Fundamentalmente, poseen propiedades antisépticas por el coeficiente fendlico que
poseen. Constituyen productos de reserva derivados del metabolismo de la planta.

Mucilagos

Son polisacaridos glucidos de larga cadena, difundido en algunos grupos
especificos de las plantas medicinales, que precisamente, se denominan mucilaginosas.
Son en parte solubles en agua en la cual se hinchan y es esta propiedad especifica la
gque se usa en terapia. Se forman en los procesos vitales de los vegetales y aseguran a
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las plantas proteccién contra la sequedad y el desecamiento. Entre los glucidos podemos
encontrar los almidones, la pectina, la goma y la celulosa. Es una caracteristica comun
de todas las plantas comprendidas en este grupo la absorcion de agua en cantidades
notables (Chiereghin, 2000).

5.4. FACTORES ABIOTICOS Y BIOTICOS QUE INFLUYEN EN LA
PRODUCCION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

Los principios activos que finalmente pasan al plano de la manufactura
farmacéutica han de hacerlo a través de diversos factores. Todos los cuales pueden influir
en la naturaleza y concentracion de los principios activos presentes (Trese-Evans, 1998).
Estos aspectos son:

Factores climéticos, atmosféricos, edafolégicos y topogréficos

Los factores climaticos condicionan en gran medida el establecimiento de un
determinado tipo de vegetacién en una region, ya que no soélo afectan el crecimiento y
desarrollo de las plantas, sino que inciden notablemente en la biosintesis de sus principios
activos. Se ha comprobado cémo las mismas plantas, cuando son cultivadas en zonas de
diferente climatologia, presentan distinta composicién quimica, tanto en calidad como en
cantidad (Evans, 1996).

Las variables climaticas que afectan al rendimiento en principios activos de las
plantas medicinales son: temperatura, humedad, radiacion solar en sus dos vertientes, luz
y calor, y régimen de vientos.

1. Temperatura. La temperatura es un factor de gran importancia en el control del
desarrollo de metabolitos de las plantas. Aunque cada especie ha llegado a
adaptarse a su propio entorno natural, las plantas pueden ser capaces de vivir
dentro de una considerable variacién de temperatura. En general, la formacién de
esencias parece elevarse con temperaturas altas, aunque en dias muy calidos
puede producirse una excesiva pérdida de esencias.

2. Lluvia. El grado de hidratacion del suelo y de la atmdsfera inciden directamente en
el buen desarrollo de las plantas. El exceso y el efecto de agua en el suelo pueden
ser factores limitantes para el crecimiento y el metabolismo de determinadas
plantas medicinales. Se han citado resultados variables respecto a la produccion
de esencias bajo diferentes condiciones de lluvia y, en algunos casos, debe ello
relacionarse con el desarrollo de pelos glandulosos. Una lluvia continua puede
llegar a una pérdida de sustancias hidrosolubles de las hojas y raices por
maceracién, hecho conocido y aplicable a algunas plantas productoras de
alcaloides (especialmente de Solanéceas), heterdsidos e incluso esencias. Esto se
relaciona con bajos rendimientos de algunos principios activos de las plantas en
estaciones humedas, condiciones que en general, parecian aceptables.
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3. Radiacion solar. Cada planta necesita una determinada cantidad de luz para
alcanzar un buen desarrollo y para poder realizar sus funciones metabdlicas. Esta
comprobado que este factor influye notablemente en la biosintesis de los principios
activos de las plantas medicinales. La variacién diaria en la produccion de
metabolitos secundarios esta probablemente bajo el control de la luz (Bisset,
1994).

Factores edafoldgicos

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos influyen de forma importante
en la produccion de las plantas medicinales.

1.- Caracteristicas fisicas. El suelo esta formado por un agregado de particulas
de tamafo diferente (textura) y por la asociacién de estas particulas elementales en
agregados (estructura). La textura y la estructura unidas a la composicién quimica del
suelo confieren a éstos otros caracteres como son: porosidad y grado de aireacion,
capacidad de retenciébn de agua y temperatura. Estas caracteristicas pueden afectar
positivamente o negativamente a la produccion de ciertos metabolitos en ciertas plantas
(Althaea officenalis, como ejemplo), que producen mucilagos como producto que retiene
agua, contienen menos mucilagos cuando crecen sobre un suelo de alto contenido de
humedad.

2.- Caracteristicas quimicas. La composicion quimica del suelo puede afectar no
sélo el desarrollo y, por tanto, a la composicion quimica de las plantas medicinales, sino
también puede ser un factor que limite su crecimiento. El pH del suelo, que depende de la
composicion del mismo, es una importante variable a tener en cuenta. Existen plantas
preferentemente acidéfilas y plantas que requieren suelos alcalinos para su desarrollo.
También son importantes la rigueza de materia organica y el contenido de nutrientes
minerales. Se ha comprobado cientificamente como la incorporacién al suelo de abonos
nitrogenados puede contribuir a un incremento tanto en la masa vegetal como de alguno
de sus metabolitos secundarios, como el caso de los alcaloides, y como la incorporacién
de manganeso y molibdeno induce un incremento en el contenido de heterdsidos
digitalicos (Angel, 1999).

Factores topograficos

El relieve ejerce una influencia marcada sobre las condiciones térmicas originando
climas locales especiales. La temperatura decrece regularmente con la altitud a razén de
0.55 °C por cada 100 m de elevacion. Este gradiente altitudinal de temperatura es la
causa principal de que existan distintos pisos de vegetacion en las laderas de montafa.

La topografia también puede condicionar el grado de radiaciéon solar que incide
sobre la vegetacién. Por tanto, los caracteres topograficos son, en muchos casos,
determinantes para la produccion de plantas medicinales. Asi se encuentran especies
cuya cantidad y calidad en principios activos estan estrechamente relacionadas con la
altitud como los pinares.
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5.5. EXTRACCION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

Para extraer el principio activo se realiza un proceso extractivo para aislar los
principios activos directamente a partir de la planta medicinal. Hay varios métodos los
cuales se muestran en el siguiente diagrama de flujo (Fig 1).

Fig. 1.- Métodos extractivos (Kukliski, 2003).

METODOS llEXTRACTIVOS

v v v v

Extraccion mecanica. Destilacién Extracciéon con gases Extraccion con disolventes
-Por expresion Discontinua Continua
-Con calor -Maceracion -Percolacién
-Con incisiones -Digestion -Soxhlet
-Infunsién
-Decoccion

Extraccién mecanica: Es una técnica que permite obtener los principios activos
disueltos en los fluidos propios de la planta, los cuales una vez extraidos se denominan
jugo. La extraccion mecanica se puede realizar:

Por expresién:
*Por calor.
*Mediante incisiones por las que fluyen los fluidos de la planta.

Destilacion: Es una técnica que se basa en la diferente volatilidad de los
componentes del principio activo, lo cual permite la separacion de los componentes
volatiles de otro que son menos o0 nada volatiles. Se suelen hacer destilaciones por
arrastre de vapor o hidrodestilaciones que facilitan la extraccion de principios activos
volétiles. La destilacion permite obtener la esencia del farmaco. Es un método en el que
se utiliza una fuente de calor, por lo que solo se aplica a principios activos termoestables
(Kukliski, 2003).

Extraccidon con gases en condiciones supercriticas: Se trabaja con dispositivos
especiales donde es posible controlar la presion y la temperatura y a presion (P) y
temperatura (T) superiores a la P y T criticas. Los gases mas utilizados son el diéxido de
carbono y el butano, si bien la extraccién con butano es bastante peligrosa, ya que es un
gas muy inflamable. La extraccion con gases suele ser muy selectiva y posteriormente es
relativamente sencillo eliminar el gas extractor, pero resulta muy cara y es dificil encontrar
las condiciones Optimas de presién y temperatura (Kukliski, 2003).

Extraccién con disolventes: Consiste en poner en contacto el farmaco con un
disolvente capaz de solubilizar los principios activos. Los principios activos deben pasar
del farmaco al disolvente de manera que se obtenga un extracto liquido. Posteriormente
dicho extracto se puede concentrar eliminando la mayor o menor cantidad de disolvente.
La extraccion con disolventes es uno de los métodos que se emplean con mas frecuencia
para la obtencién de principios activos.
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Para que la extraccion con solventes se lleve a cabo correctamente hay que tener en
cuenta diversos factores (Bhogama, 1978).

a.

Caracteristicas de la planta medicinal: se debe trabajar con plantas medicinales
desecadas y con un grado de divisiébn adecuado (mayor en plantas medicinales
duras como la corteza y menor en plantas medicinales mas blandas como flores y
hojas) para facilitar el maximo contacto entre los principios activos y el disolvente.
Naturaleza del disolvente: principalmente se utilizan en las extracciones el agua
y las mezclas hidroalcohdlicas (agua y alcohol etilico) en proporcién variable.
También es posible utilizar otros disolventes organicos como acetona, éter etilico
(poco usado actualmente), hexano, propilenglicol (muy usado en cosmética), entre
otros. El agua es un buen disolvente de muchos principios activos de la droga pero
por esta misma razén resulta generalmente poco selectivo. Ademas muchos
principios activos se hidrolizan en agua. Por otra parte, los extractos acuosos
tienen una estabilidad poco duradera una vez preparados y deben ser obtenidos
para ser utilizados en un periodo de tiempo relativamente corto. Utilizar mezclas
variables de agua y alcohol permite seleccionar las sustancias que se desea
extraer. Se puede hacer extracciones sucesivas variando los disolventes y con ello
se consigue separar los principios activos de las sustancias sin interés
farmacologico asi como separar los principios activos entre si (Kukliski, 2003).
Temperatura : el aumento de temperatura favorece la extracciébn de principios
activos de las plantas medicinales porque aumenta su solubilidad en los
disolventes utilizados, pero a su vez se puede favorecer la degradacion de dichos
principios activos, por lo que es necesario controlarla para conseguir una maxima
extraccién sin consecuencia indeseable para los principios activos. En ningun
caso se puede utilizar temperaturas elevadas para extraer principios activos
termolabiles.

Tiempo de contacto entre la planta medicinal y el disolvente: depende de las
caracteristicas del farmaco (dureza, grado de division, etc.) y de la naturaleza de
los principios activos (volatiles, hidrolizables, oxidables, etc.).

Control de la difusién celular: una correcta difusion se consigue cuando la
droga ofrece un grado de divisibn adecuado (mayor superficie de difusiéon) y
cundo se renueva correctamente el disolvente utilizado en las extracciones.
Cuando la droga contacta con el disolvente, se produce una difusion de los
principios activos de la droga hacia el disolvente debido a que en la droga la
concentracion de principios activos es superior a la concentracién en disolventes
utilizando en la extraccion. Dicha difusion se produce hasta alcanzar el equilibrio.
Conviene renovar el disolvente para evitar que se detenga la extraccion porque se
ha alcanzado una situacién de equilibrio. Al renovar el disolvente se mantiene una
diferencia de concentracion de principios activos entre la droga y el disolvente, lo
cual permite que se produzca la difusion celular pasiva.

Los diferentes tipos de extraccion se pueden englobar en dos grupo: las

extracciones discontinuas y las extracciones continuas (Bhogama, 1978).

Extraccién discontinua o simultanea: Se sumerge la planta medicinal en el
disolvente, por la que la totalidad de la planta este en contacto con el disolvente
utilizado para la extraccion y la difusion de los principios activos se producira en todas
direcciones hasta alcanzar el equilibrio.
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La extraccion discontinua incluye varios procedimientos de extraccion:

Maceracion: consiste en poner en contacto la planta medicinal seca triturada con el
disolvente utilizando para la extraccion a temperatura ambiente, manteniéndolo todo
en agitacion durante un tiempo determinado que depende de las caracteristicas del
farmaco y de la naturaleza de los principios activos (normalmente dias). Se utilizan
normalmente agua, glicerina o mezclas hidroalcohdlicas. A continuacion se decanta el
conjunto obteniéndose por una parte el extracto liquido con los principios activos y por
otro un residuo de la droga denominado marco. Para mejorar el rendimiento de la
extraccion es habitual volver a realizar otra maceracion con el marco (Kukliski, 2003).

La maceracién se utiliza cuando los principios activos son muy solubles y la
estructura de la droga es muy permeable al disolvente (hojas, flores poco compactas).
Es util principalmente para la extracciéon de principios activos termolabiles, ya que se
trabaja a temperatura ambiente (Bhogaman, 1978).

Digestion: es un método extractivo similar a la maceracién pero en el que se trabaja a
temperatura mas elevada.

Infunsidn: se trabaja con un disolvente (agua) a temperatura préxima a la ebullicién,
en el que se introduce la droga que se quiere extraer y a continuacion se deja enfriar
el conjunto hasta temperatura ambiente.

Decoccidn o cocimiento: se pone en contacto la planta medicinal con el disolvente
(agua) y el conjunto se lleva acabo hasta la temperatura de ebullicion, manteniendo
dicha ebulliciébn durante 15-30 minutos. Una vez enfriado se filtra, y se exprime el
residuo. El tiempo de decoccién se aplica sobre todos los farmacos vegetales duras
en las que resulta dificil el contacto entre los principios activos y el disolvente debido a
sus caracteristicas histologicas y a drogas vegetales con principios activos dificiles de
disolver que precisan una temperatura elevada y un tiempo prolongado para su
disolucién (Cosat y Smith, 1996).

Tanto en las infusiones como en las decocciones se utiliza como disolvente siempre el
agua, por lo que no resultaran métodos adecuados para extraer principios activos
hidrolizables.

Extraccion continua o progresiva: el disolvente utilizado para la extraccion se va
renovando y actla en una sola direccion. Son métodos que consisten en poner en
contacto la droga con el disolvente adecuado y mantener en todo momento el
desequilibrio entre la concentracion de principio activo en el farmaco y en el disolvente
para que produzca la difusion celular.
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Se utilizan varios métodos de extraccion continua entre los cuales se encuentran:

Percolacion: es un procedimiento que se utiliza a temperatura ambiente. La planta
medicinal se coloca en una columna y esta en contacto permanente con el disolvente
que gotea por la parte superior de la columna, atraviesa toda la zona donde se
encuentra la planta medicinal con los principios activos, lo va extrayendo y, por la
parte inferior, se recogen los liquidos extractivos que contienen los principios activos.
La percolaciéon puede llegar a conseguir extracciones practicamente completas del
principio activo, pero con un elevado consumo de disolvente (Kukliski, 2003).

Soxhlet: es un sistema de extraccion solid6-liquido en el que la extraccion se realiza
en un aparato soxhlet en donde el disolvente organico se va reciclando durante el
proceso mientras que los principios activos se van concentrando en el matraz inferior.

El Rotavapor: La destilaciéon a través del rotavapor es otro método de separacion que
se basa en la diferente volatilidad de los componentes del principio activo, lo cual
permite la separacion de los componentes volétiles de otro que son menos o nada
volatiles. Se suelen hacer destilaciones por arrastre de vapor o hidrodestilaciones
que facilitan la extraccion de principios activos volatiles. La destilacion permite
obtener la esencia de la planta medicinal (Kukliski, 2003).

5.6. METODOS DE EVALUACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

Una vez que los extractos se han preparado, se someten a un proceso de
separacion utilizando una o la combinacion de dos o mas técnicas cromatograficas, de
las cuales las mas comunes son:

Cromatografia

La cromatografia es un método de separacién de compuestos basado en su
distinta adsorcién sobre superficies adsorbentes soélidas o liquidas de tipos diversos. En
los métodos cromatograficos (de papel, capa fina, en columna y de gases) la separacion
se consigue casi siempre haciendo fluir la mezcla a través de una columna de adsorbente.
Los componentes pueden ser recogidos como fracciones separadas, para posteriormente
analizar su composicién quimica, mediante espectroscopia (Harborne, 1984).

Resonancia de energia nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las técnicas de
elucidacion estructural mas utiles. La técnica proporciona informacion sobre la estructura
molecular a base de examinar las propiedades magnéticas de atomos especificos de las
moléculas. La muestra a analizar se coloca en un tubo situado entre los polos de un
potente iman. Las muestras se analizan por lo general en solucién, y los tubos que las
contienen se hacen girar rdpidamente, para promediar las posibles orientaciones
espaciales de las moléculas.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS
27



Juan Romero Cuenca Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM

Durante el andlisis por RMN, se perturban energéticamente los nucleos mediante
una combinacién del campo magnético aplicado y de la radiacion de radiofrecuencias.
Cuando la energia que se hace incidir sobre un nucleo iguala la diferencia de energia
entre los estados del spin, se alcanza la llamada condicién de resonancia, y se absorbe
energia al mismo tiempo que el ndcleo pasa de un estado de spin a otro (Keeler, 1983).

Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia infrarroja es un método fisico de analisis que se basa en la
absorcion de fotones y constituye también, un instrumento indispensable par la obtencién
de datos estructurales de sustancias organicas, se aplica como técnica analitica y
cualitativa en sistemas organicos. La aplicacién analitica de esta valiosa técnica se
encuentra en el espectro cualitativo dentro de la maquina, para conocer compuestos
quimicos desconocidos y asi obtener informaciébn sobre la presencia o0 ausencia de
grupos funcionales presentes.

El espectro infrarrojo de una sustancia es Unico. La técnica de infrarrojo es muy Util
para la comprobaciéon de la identidad de preparaciones orgénicas a gran escala y para
controlar los procesos de produccién continuos (Preadeau, 1998). Para tal efecto se utiliza
un espectrofotometro de IR, registrandose a partir de una solucién cloroformica en
tetracloruro de carbono a la muestra preparada en lugol o en estado sélido en una pastilla
de bromuro de potasio, este ultimo consiste en pulverizar la muestra, afiadir bromuro de
potasio y continuar moliendo hasta que la muestra se haya mezclado por completo. La
mezcla se transfiere a una matriz (papel secante), que es luego evacuada para eliminar el
aire atrapado. Posteriormente se comprime hasta obtener un disco claro por aplicacion de
presiones entre 1000 y 3000 kg. / cm 2. La muestra obtenida por este procedimiento
puede colocarse directamente en el espectrofotometro. El papel secante actlla como
soporte de la muestra. Después de examinar la muestra por via espectral, la pastilla
puede desecarse o conservarse en una bolsa de plastico bien cerrada.

Otra técnica que ayuda en la identificacion de los principios activos son: la
formacion de derivados, la semisintesis o sintesis total de los compuestos aislados, son
muchas veces imprescindibles para determinar completamente su estructura, asi como
las relaciones especificas que presentan algunas sustancias por su grupos funcionales.
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5.7. PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Las pruebas de sensibilidad son técnicas que investigan la actividad de distintos
agentes quimioterapéuticos frente al microorganismo; sirven para identificar al
microorganismo y para implantar la terapia mas efectiva.

La prueba de sensibilidad, el antibiograma, es una técnica especializada, en la que
los resultados en cuanto a su sensibilidad y resistencia se comportan paralelamente.
El seguimiento periddico de la micro ecologia, nos dara entre otras cosa, las pautas a
seguir no sélo en el uso de antimicrobianos, sino también en la decision sobre normas
complementarias de profilaxis higiénica (Cosat et al., 1996).

El antibiograma mide la sensibilidad de una cepa bacteriana que se sospecha es la
responsable de una infeccién, a uno o varios antibiéticos. En efecto, la sensibilidad in
vitro es uno de los requisitos previos para la eficiencia in vivo de un tratamiento
antimicrobiano. El antibiograma sirve, en primer lugar, para orientar las decisiones
terapéuticas individuales para posteriormente seguir la evolucion de las resistencias
bacterianas. Gracias a este seguimiento epidemiolégico, a escala de un servicio, un
centro de atencion medica, una region o un pais puede adaptarse la antibioterapia
empirica, asi mismo revisar regularmente los espectros clinicos de los antibiéticos y
adoptarse ciertas decisiones sanitarias asi como el establecimiento de programas de
prevencion en los hospitales (Elfo, 1988).

La determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) es la base de la
medida de la sensibilidad de una bacteria a un determinado antibidtico. La CMI se define
como la menor concentracién de una gama de diluciones de antibiético que provoca una
inhibicibn de cualquier crecimiento bacteriano frente a diferentes especies bacterianas.
Las pautas para el tratamiento antibidtico estan destinadas por lo comdn a la técnica de
difusion de discos (prueba de Kirby-Bauer), en las que las interpretaciones clinicas
derivan de las correlaciones con las pruebas de referencia (Koneman et al., 1992).

La OMS ha establecido en sus manuales las normas y técnicas generales para la
“standardizacion” del método. Asimismo sobre el medio de cultivo universal existe la
normalizacion de los halos para cada antimicrobiano sometido a prueba, método de
Kirby— Bauer (Cohen, 1992).

Agentes antimicrobianos

Pueden dividirse en dos grupos: quimioterapeuticos y antibidticos. Los
gquimioterapeuticos son compuestos que impiden el crecimiento bacteriano, compitiendo,
en general, con intermediarios metabdlicos. Los antibiéticos son sustancia producidas por
microorganismos que impiden el crecimiento de otros microorganismos (Herbert, 1990).

Los principios activos de las plantas son los precursores basicos de una gran
cantidad de antibiéticos presentes en la actualidad (Cohen, 1992).
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El mecanismo de accion de los antibidticos puede abarcar distintos niveles desde
lesionar de forma selectiva la membrana celular en algunas especies de hongos o
bacterias, hasta bloquear la sintesis de proteinas bacterianas, por lo cual se habla de dos
grupos:

Antibidticos bactericidas: Estos ejercen una accién lenta e irreversible sobre el
microorganismo, provocando la lisis y por ende la muerte inmediata del patégeno. Este
tipo de lisis se obtiene segln diversos mecanismos moleculares provocados por el
antibiotico en el interior del microorganismo (Herbert, 1990).

Los antibiéticos bactericidas pueden lesionar de forma selectiva la membrana
celular en algunas especies de hongos o0 bacterias; también pueden bloquear la sintesis
de proteinas bacterianas (Elfo, 1988).

Antibidticos bacteriostaticos: Inhiben el crecimiento pero no matan al
microorganismo, permitiendo que las proteinas defensa del huésped puedan eliminar a la
bacteria (Mendoza, 1998).
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5.8. ANTIBIOGRAMAS

El aislamiento de un agente infeccioso a partir de un paciente no es con frecuencia
suficiente para establecer la terapia adecuada. Muchas bacterias y algunos hongos
presentan resistencia a los agentes antimicrobianos mas actuales. Los patrones de
resistencia cambian en forma constante y no importa lo rapidamente que se introduzcan
los nuevos agentes terapéuticos porque los microbios parecen siempre dispuestos a
superarlos (Hernandez y Rodriguez, 2001).

Ya que no se puede predecir la susceptibilidad de las bacterias, hongos y virus a
los agentes antimicrobianos, con frecuencia es necesario estudiar la sensibilidad
individual de cada patégeno con la planta medicinal, pudiéndose elegir entonces el agente
apropiado (el mas activo contra el patégeno, el menos toxico para el huésped, con las
caracteristicas farmacoldgicas apropiadas y el mas econémico), que proporcione mayor
posibilidades de una evolucion favorable (Hoareaul, 1999).

Una vez realizada la identificacion del microorganismo, es necesario efectuar las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (antibiograma). El primer objetivo del
antibiograma es medir la sensibilidad de una cepa bacteriana que se sospecha es la
responsable de una infeccion, a uno o varios antibiéticos. En efecto, la sensibilidad in vitro
de un tratamiento antibi6tico (Coas y Smith, 1996).

El segundo objetivo del antibiograma es el de seguir la evolucion de las
resistencias bacterianas. Gracias a este seguimiento epidemioldgico, a escala de un
servicio, un centro de atencién medica, una regién o un pais, es como se puede adaptar
la antibioterapia empirica (Gonzéalez, 1992).

Se han descrito tres pruebas de gran valor para la determinacion rutinaria de los
antibioticos; la de dilucion seriada en medio liquido, la de diluciones seriadas en un medio
sélido y la de difusion de placa que utiliza el método de Kirby-Bauer el cual permite
determinar la sensibilidad de un microorganismo a diferentes antibidticos. Es importante
tener en cuenta que para realizar el antibiograma el microorganismo debe encontrarse
puro. EI método de Kirby-Bauer es el mas ampliamente usado, este método es una
prueba de difusiébn en disco de papel (sensidiscos) embebidos en concentraciones de
soluciones de antibidticos y que subsecuentemente se han dejado secar (Hernandez,
1996).

Al sembrar una placa con un cultivo en particular de bacteria u hongos se colocan
discos con antibidtico sobre la superficie de la placa, el antibi6tico se difundira hacia el
medio de cultivo. Si el cultivo es sensible a un antibiético se presenta una zona de
inhibicion de crecimiento, alrededor del disco que contenga ese antibiético, si el
microorganismo es resistente al antibiotico se observara desarrollo hasta llegar al disco y
en algunos casos, por debajo de este (Cosat et al., 1996).
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5.9. ORGANISMOS PATOGENOS DEL HOMBRE

Las infecciones del ser humano son producidas por una gran variedad de
organismos patdégenos. Muchos de ellos son microorganismos (microbios), los
microorganismos de importancia médica se encuentran reunidos en cinco grupos:
rickettsias y clamidas, virus, protozoarios, hongos y bacterias (Levy, 1998).

A continuacion se hard mencion de los diez microorganismos que se utilizaron
frente al principio activo de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K.

BACTERIAS
Mycobacterium phlei

Se encuentra en el heno, pasto, suelo y polvo. Anaerobios, son cepas saprofitas que
elaboran micobactina, son acidorresistentes. Se encuentran en casi todos los tejidos
organicos.

Corynebacterium xerosis

Al género Corynebacterium xerosis que se les da a los abultamientos en forma de
clave que con frecuencia se ven en los extremos de los bacilos, en especial de cultivos
viejos. Corynebacterium xerosis es un comensal habitual que coloniza la piel humana
normal, la nasofaringe y el saco conjuntival. Este microorganismo es una causa rara de
infecciones humanas, incluidas bacterias clinicamente importantes, endocarditis,
infecciones de heridas, neumonia y osteomielitis vertebral. C. xerosis es habitualmente
sensible a penicilina, cefalosporinas y vancomicina, pero se ha informado resistencia a
multiples antibidticos (Devienne y Raddi, 2002).

Escherichia coli

Es la especie bacteriana mas comunmente recuperada en los laboratorios clinicos
y ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que involucran virtualmente todos los
tejidos humanos y sistemas de organismos. Las infecciones del tracto urinario y las
heridas, la neumonia en pacientes hospitalizados inmunosuprimidos y las meningitis en
los neonatos son otras formas comunes de infecciones causada por E. Coli (Levy, 1998).

Straphylococcus aureus

Es un coco que crece agrupado en racimos (de ahi su raiz "Staphylo"), que
responde positivamente a la tincibn de Gram, es aerobio y anaerobio facultativo por
lo que puede crecer tanto en una atmosfera con oxigeno y también sin el mismo, no
presenta movilidad ni forma capsula. Es capaz de crecer hasta con un 10 % en sal
comun. Por esto puede crecer en el agua del mar (Tomas et al., 1988).

Causa infeccion de piel y partes blandas asi como la Neumonia (Varma, 1995).
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HONGOS
Candida albicans

Hongo dimorfo que forma largas seudohifas, hifas y blastoconidios (células
gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 um). Asimilan y fermentan azucares. Colonias de
crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas o cremosas, pastosas y blandas, de bordes
precisos, centro ligeramente prominente, con olor a levadura (Allen, 1997).

Candida albicans estd asociada ecoldégicamente a seres vivos de sangre caliente.
Su temperatura éptima de crecimiento es 37 °C. Los tractos digestivo y respiratorio, junto
con la mucosa genital (vagina), son los reservorios mas importantes en los seres
humanos y origen de candidiasis endégenas. Candida albicans no sobrevive durante
mucho tiempo en superficies secas pero su supervivencia es mayor cuando hay
humedad. Se ha aislado de los cepillos dentales, cremas de manos, cosméticos y ropa
(Varma, 1995 y Stainer, 1996).

Candida tropicales

Infeccion més frecuente es el tracto gastrointestinal debido a que se encuentra
alterada la integridad del epitelio por el uso de agentes quimioterapicos. La forma de
presentacion de la candidiasis diseminada comprende la forma aguda y la crénica
(Stainer, 2000).

Cryptococcus neoformans.

C. neoformans. Es una levadura cuyo habitat natural es el suelo en particular los
desechos con pH alcalino y ricos en nitrégeno. Estas condiciones se cumplen en forma
Optima en suelos mezclados con deyecciones de pavos, palomas, gaviotas y otras aves
(Esteban y Fernandez, 2000). Los arqueodlogos y los exploradores que frecuentan cuevas
infestadas por murciélagos también tienen mayor riesgo (Brock, 1991).

Candida krusei

Se considera como un hongo oportunista, pues da origen a la candidiasis o
monoliasis (cutdnea y peroniquia) en individuos débiles y diabéticos. Ocasionalmente
produce infecciones como la endocarditis o diarrea infantiles, afectando la piel (Mendoza,
1998).
Candida Stellatoidea

Ocasionalmente produce infecciones como la endocarditis o diarreas infantiles,
afecta la piel (Gonzalez 1996).
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Geotrichum sp.

En el organismo humano se han aislado del aparto respiratorio, cavidad bucal y
aparato digestivo, pero también se han encontrado en otras partes del cuerpo, este
organismo patégeno causa graves lesiones sobre todo a nivel bucal. Produce la
geotricosis que es una enfermedad por lo general crénica y poco frecuente, es un
habitante micotico comun de la parte superior de los aparatos respiratorios y digestivo
(Robinson, 2000).
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6. MEDIOS DE CULTIVO

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial
deben de reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y
presion de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad. Un
medio de cultivo debe de contener los nutrientes y factores de crecimiento necesarios y
debe estar exento de todo microorganismo contaminante (Leal, 1986).

La mayoria de las bacterias patégenas requieren nutrientes complejos similares
en composicion a los liquidos organicos del cuerpo humano. Por eso la base de muchos
medios de cultivo es una infunsién de extractos de carne y pepsina a la que se afiaden
otros ingredientes. El agar es un elemento soldificante muy empleado para la preparacion
de medios de cultivo (Berridge et al., 1996).

Los medios de cultivo pueden ser:

Medios para aislamiento primario: Para usos generales, no selectivos, para cultivos de
una amplia variedad de organismos dificiles de hacer crecer. A menudo estan
enriquecidos con materiales como: sangre, suero, hemoglobina, glutamina, u otros
factores para el crecimiento de las bacterias. Este tipo medio de cultivo es el mas usado
en las pruebas de sensibilidad, debido a su riqueza de nutrientes, lo cual permite la pronta
proliferacion de bacterias y hongos. Dentro de este tipo de medios de cultivo tenemos el
Agar de Sabourand (para hongos) y Muller-Hinton (para bacterias).

Selectivos: pueden ser de moderada o alta selectividad; se afiaden sustancias que
inhiben el crecimiento de ciertos grupos de bacterias, pero permitiendo a la vez el
crecimiento de otras (Cowan, 1991).
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6.1 TECNICA DE SIEMBRA
Técnica de Kirby-Bauer

Esta técnica consiste en la estandarizacion del inoculo de cultivo, mediante una
escala turbidimétrica, en la cual, se enumeran varios tubos de ensayo, dependiendo de la
concentracion de microorganismos que contengan cada tubo de la escala. El inéculo se
ajusta a un patrén de referencia mediante la comparacion visual, o por espectrofotometro,
haciendo coincidir la absorbancia (Lynch, 1997). La escala utilizada y aceptada
mundialmente, es la de Mc. Falang.

Técnica de Barry

Consiste en la siembra inmediata tras el vertido del medio de cultivo en la placa.
Para ello, se tienen un medio de cultivo fundido, especifico para bacterias (Agar Muller-
Hinton) y hongos (Agar de Sbouraund), en el cual se vertird el inéculo microbioldgico
estandarizado con la escala antes mencionada y se dejara solidificar. Esta técnica es
utilizada para sacar la concentracion minima inhibitoria (Koneman y Allen, 1997).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) no presenta un valor absoluto, incluso
bajo los mejores condiciones un examen de dilucibn no mostrara el mismo punto final
cada vez que sea repetido pero da una indicacion de la cantidad de antimicrobiano que al
alcanzar el lugar de infeccion inhibira al organismo.

6.2. EVALUACION TOXICOLOGICA

Realizar estudios de toxicidad para evaluar los posibles efectos toxicos de los
principios activos son indispensables. De hecho, en los Ultimos veinte afios han
demostrado un vertiginoso crecimiento en el interés de lo efectos que pueden causar los
principios activos, su posible valor y su uso en nuestra moderna sociedad industrial y
urbanizada (Frank, 1998).

Es imprescindible establecer los efectos toxicos de los farmacos y sus principios
activos y para ello se realizan estudios de toxicidad aguda, toxicidad subaguda y toxicidad
crénica sobre animales de experimentacion.

1.- Toxicidad aguda. Son ensayos que se realizan a corto plazo de forma practicamente
inmediata, generalmente por administracion de una dosis a animales de experimentacion.
Se pueden determinar los pardmetros:

A) Dosis mortal minima: Cantidad de droga o principio activo necesario para matar un
kilogramo de animal.

B) Dosis letal media o dosis letal 50 (DLsp): Cantidad de droga o principio activo
necesario para producir la muerte de la mitad de los animales de experimentaciéon
a los gue se ha administrado la dosis.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS

36



Juan Romero Cuenca Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM

2.- Toxicidad sub-aguda o sub-crdnica: son ensayos que se realizan a mediano plazo,
generalmente a 30 dias (un mes) pero también en muchos casos a 90 dias (3 meses). Se
administran dosis terapéuticas y trascurriendo el periodo de tiempo se evallan los
posibles casos de intoxicacion.

3.- Toxicidad crénica: Son ensayos que se realizan a largo plazo, y en periodo de tiempo
pueden oscilar entre varios meses y 3 afios. Se administran dosis terapéuticas de forma
continuada. La principal finalidad es evaluar posibles efectos teratogenicos, (capacidad
para producir alteraciones en el feto) efectos carcindgenos (capacidad para desarrollar
canceres) y efectos mutagenicos (capacidad para producir mutaciones) (Ted, 1998).

Micro técnica con Artemia salina Leach

Una vez que las fuentes potenciales han sido preseleccionadas se realizan las
pruebas bioldgicas de seleccion. Estas pruebas conciten en la determinacién del efecto
biolégico de los extractos naturales mediante la aplicacion de los bioensayos apropiados.
Los extractos que demuestren respuestas positivas en los ensayos biolégicos se
concederan idoneos para la realizacion de estudios quimicos biodirigidos.

Es importante descartar que los ensayos simples de caracter general solo se
podran realizar para la prueba de seleccién vy para realizar estudios biodirigidos con la
finalidad de aislar compuestos activos, pero posteriormente sera necesario realizar
evaluaciones biolégicas mas complejas y de caracter especifico. Entre las evaluaciones
biolégicas de caracter general destaca por su sencillez y economia la determinacion de la
letalidad o toxicidad para el crustaceo Artemia salina Leach. En general los compuestos
bioactivos son téxicos a dosis bajas, por tanto la toxicidad de extractos vegetales para el
organismo antes mencionado, puede ser empleado como una guia para aislar sustancias
bioactivas. El método conste en evaluar extractos, fracciones o compuestos puros en
concentraciones de 10, 100 y 1000 mg/mL. El marial objeto de la evaluacion se coloca en
viales (tres viales por cada concentracion). Posteriormente a cada vial contenido la
concentracién adecuada del material de prueba se le adiciona un volumen determinado
de medio salino y 10 a 50 larvas del crustaceo con 48 horas de desarrollo. Al cabo de 24
horas se cuentan los organismos sobrevivientes y se determina el porcentaje de
mortandad para cada dosis. Por ultimo, se determina la dosis letal media. La toxicidad
para Artemia salina Leach ha corregido en mdltiple ocasiones con actividad biolégica mas
complejas, por ejemplo citotoxicidad in vitro para células cancerigenas, actividad
antihelmintica y actividad antipaltdica, entre otras.

En 1982, Meyer y otros reportaron un éxito notable mediante un bioensayo simple
con Artemia salina. EI método es rapido, confiable, barato, y puede ser convenien-
temente aplicado por quimicos, botanicos, u otros que carecen de recursos. El ensayo ha
mostrado buena correlacion con la citétoxicidad.
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6.3. DESCRIPCION DE LA PLANTA
Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K.

Nombres comunes en México. Aile, Llite, Aliso (Rep.Mex.); Abedul (Ver.); Aile (Hgo.,
Oax.); Aliso (Sin.); Elite, Palo de aguila (Oax.)

La palabra Aile proviene del vocablo nahuatl a-ylin. Con este nombre se le conoce
tradicionalmente al arbol perteneciente al género Alnus, una especie tipica de bosques
hamedos, que se le encuentra mayoritariamente en el sur de México (Rzedowski, 1994).
También se le conoce con el nombre de abedul y frecuentemente se le encuentra
formando parte de diversos tipos de vegetacibn como es el caso de los bosques de
Quercus, pinares, bosque mesofilo de montafia y bosques de galeria, constituyendo
comunidades sucesionales de encinares y pinares.

El Aile pertenece a la familia botanica Betulacea y el género Alnus, comprende de
26 a 30 especies que presentan variaciones morfologicas y diferentes preferencias
ecoldgicas. Actualmente el Aile se encuentra de manera natural en el hemisferio norte y
de manera limitada en algunas partes de Sudamérica. Su habito de crecimiento es de
arbusto y arbol, con mayor frecuencia se localiza en lugares himedos (Rzedowski, 1994).

Los Ailes se desarrollan en las zonas montafiosas donde con frecuencia existen
grupos indigenas, que lo aprovechan de diversas formas. Los hombres comunes de esta
especie son ademas “ilite”, “ahilite” (Veracruz y Puebla), “cuatlapal” y “tapamu”
(Michoacan), “palo de aguila”, en la Sierra Mixe de Oaxaca.

El Aile es una especie importante en los procesos de regeneracion de los bosques,
ya que son los primeros colonizadores después de disturbios causados a los ecosistemas
de manera natural o antrépica como son incendios forestales, tala, sobrepastoreo,
inundaciones o erupciones. Por sus caracteristicas de mejorador de suelo, el género
Alnus representa una opcion para ser utilizado en sistemas agroforestales y
silvopastoriles, asi como para la formacion de cortinas rompevientos (Rzedowski, 1994).

FIJACION DE NITROGENO

El Aile es una planta considerada como actinhorriza, por su capacidad de fijar
nitrégeno por medio de actinomycetos del género Frankia. En las raices se forman
nédulos en los que se establece la simbiosis entre el Aile y los actinomycetos, donde
estos reducen el nitrégeno atmosférico a amonio, que es una de las formas
aprovechables del nitrégeno por las plantas. Este patrén de fijacion de nitrégeno coincide
con los de la simbiosis de Rhizobium en Leguminosas, de alli que la importancia del Aile y
otras especies actinorrizicas de climas templados y frios, se considere equiparable a la
que tienen las leguminosas en las areas tropicales. Por esta capacidad de fijar nitrégeno,
el Aile puede crecer en suelos de disturbios, desprovistos de amonio y nitratos
(Rzedowski y Calderdn, 2001).
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REPRODUCCION

El Aile es una planta albgama y monoica que alcanza su madurez sexual en un
corto tiempo (de 3 a 6 afios en condiciones naturales). Cada individuo produce varios
cientos de semilla anualmente, las cuales si permanecen en los conos pueden ser viables
por mas de un afio. La semilla se desprende del fruto y es dispersada por el viento y el
agua (Anibal, 1990). Existe propagacion vegetativa de manera natural mediante
estolones.

DESCRIPCION

Forma. Arbol o arbusto perennifolio / caducifolio, de 10 a 25 m (hasta 30 m) de altura, con
un diametro a la altura del pecho de 35 a 40 cm. (hasta 1 m). Algunos individuos llegan a
superar los 42 m de altura en plantaciones. (Hawkes, 1980).

Copa / Hojas. Copa estrecha (angosta) y piramidal (en plantaciones), en bosquetes
sucesionales toma formas irregulares. Hojas con la lamina ovada, de 6 a 15 cm de largo y
3 a 8 cm. de ancho, margen agudamente biserrado; el haz y el envés glabros en la
madurez (Pérez, 2001).

Tronco / Ramas. Tronco cilindrico a ligeramente ovalado. Generalmente con varios
troncos. En campo abierto desarrolla ramas gruesas desde la base mientras que en
bosque denso alcanza una mayor proporcion de tronco libre de ramas y nudos por una
poda natural.

Corteza. Corteza lisa o ligeramente rugosa, escamosa en individuos viejos, con
frecuencia marcada con arrugas transversales o constricciones circundantes.

Fruto(s). Fruto eliptico a obovado, papirdceo a coriaceo, con el margen alado y estilo
persistente. Las alas angostas de 2 a 2.3 mm de largo y 0.2 a 1 mm de ancho, el cuerpo
del5a3 mmdelargoy 1.5a 1.8 mm de ancho (Nieto de Pascual y Zamora, 1989).

Raiz. Sistema radical poco profundo, amplio y extendido (Rzedowski, 1988).
DISTRIBUCION

Distribuido en casi toda la Republica. Altitud: de los 1,300 a 2,800 msnm.

Estados. CHIS. CHIH. D.F. DGO. GRO. GTO. HGO. JAL. MICH. MOR. NAY. OAX. PUE.
QRO. SIN. S.L.P. SON. TLAX. VER.

EXTENSION
Especie originaria de México y Centroamérica. Se extiende desde el noroeste de México

hasta el norte de Argentina y los Andes de Peru y Bolivia. Se ha introducido con éxito en
el sur de Chile y en Nueva Zelanda (Hawkes, 1980).
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HABITAT

El género Alnus se puede encontrar en laderas montafiosas muy inclinadas con
condiciones secas. Prospera en las riberas de los rios y en pendientes himedas. Se
desarrolla en areas de nubosidad, con neblina frecuente. Su rango de temperatura va de
4° a 27 °C y puede soportar temperaturas que bajan temporalmente a 0 °C. Precipitacion
de 1,000 a 3,000 mm o mas. Suelos: limoso o limo-arenoso de origen aluvial o volcanico,
profundo, bien drenado, amarillorocoso, cambisol vértico y edtrico, de textura mediana,
regosol, rojizo, rico en materia organica, grava, arena, arcilla, toba andesitica.

Vegetacion Asociada. Pinus spp., Quercus spp., Abies sp., Bacharis sp., Pteridium
aquilinum, Mirica cerifera, Fraxinus sp., Salix sp., Prosopis sp., Acacia sp., Salis sp., Tilia
sp., Astianthus sp., Cornus sp., Liquidambar styraciflua, Crataegus pubescens.

Zona(s) Ecologica(s). Templada himeda. Templada subhimeda.

FENOLOGIA

Follaje. Perennifolio / Caducifolio. Los arboles llegan a tirar sus hojas en forma total o
parcial durante la época seca.

Floracion. Florece de febrero a abiril.

Fructificacion. Fructifica de junio a diciembre (marzo).

ASPECTOS FISIOLOGICOS

Asociacion. Nodulos fijadores de nitrégeno en las raices. Simbionte: Frankia (Franki alni).
Los grupos de nédulos se presentan a la edad de 2 meses (Hawkes, 1980).

Crecimiento. Especie de rapido crecimiento. En plantaciones puede alcanzar 25 m de
altura en 10 afios, con 20 cm de diametro. La altura comercial del fuste puede llegar a
mas de 20 metros.

Establecimiento. El factor mas importante para su establecimiento parece ser la
humedad tanto del suelo como del ambiente. No presenta problemas de superviviencia.

INTERACCION BIOLOGICA
Forma asociaciones con hongos micorricicos Glomus Intraradices.

USOS

Artesanal [madera]. Se emplea en la fabricacion de varios articulos artesanales e
instrumentos musicales.

Combustible [madera]. Se utiliza como lefia y carbén.

Construccién [madera]. Construccion rastica. Puentes y pilotes.
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Curtiente [corteza]. La corteza contiene taninos que pueden emplearse en curticion de
cueros.

Implementos de trabajo [madera]. Mangos para herramientas.
Industrializable [madera]. Pulpa para papel de buena calidad.

Maderable [madera]. Gran potencial para produccion de madera. Puertas, pisos y
cercas, muebles, palillos y cabos de fésforos, zapatos ortopédicos, moldes para fundicién
de metales, molduras, ataudes, lapices, madera en rollo, aserrio, embalajes, ebanisteria.
El Alnus no se recomienda para estructuras y construcciones que requiera alta
resistencia, dado que la madera es muy suave.

Medicinal [corteza]. La corteza esta considerada como un magnifico astringente natural
adecuado para trabajar hemorragias internas y externas, para tratar encias sangrantes,
ulceras, llagas, rasgufios, magulladuras, rozaduras, para cicatrizar heridas superficiales
en la piel y propiedades antifingicas y antibacteriales. Menos eficaz contra las tipicas
diarreas estivales producidas por un cambio de agua o de tipo de alimentacion. Posee un
efecto analgésico capaz de mitigar el dolor de neurologias, torceduras, esguinces,
contracturas musculares e inflamaciones osteoarticulares y reuma. Es un buen remedio
para el dolor de muelas, de garganta y las Ulceras bucales. Se ha usado como remedios
contra la sarna.

Presentacion y dosis: En decogciones de la corteza, hasta tres tazas al dia, o bien para
lavados y gargarismos en uso externo; en tintura, hasta 50-60 gotas.
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6.4. ZONA DE MUESTREO

Tétela del Volcan se ubica en l0s18°57'48"" de latitud norte y los 99°15'12"" de
longitud oeste, en el estado de Morelos (Fig 2) a una altura de 2,040 metros sobre el nivel
del mar. Al norte colinda con el Estado de México; al sur con Zacualpan de Amilpas; al
este con el Estado de Puebla; y al oeste con el municipio de Ocuituco.

El clima es hiumedo y frio con invierno seco, con excepcion de la parte norte, cuyo
clima es tipicamente de montafia. Se caracteriza por frecuentes precipitaciones nublosas
y de caracter tempestuoso, generalmente acompafiados de granizo. La precipitacion
pluvial es de 2,341.63 milimetros por afio y el periodo de lluvias es de junio a octubre.

Principales ecosistemas.

La flora estd compuesta principalmente por coniferas tales como pino, cedro,
oyamel, encino etc. El tipo de suelo que presenta la zona son Andosoles y regosoles.

Fauna: La constituye venado cola blanca, mapache, zorrillo, ardillas ratén de los
volcanes, puma o ledn americano, codorniz moctezuma, gallinita de monte, paloma
bellotera, urraca azul jilguero, mulato floricano, primavera roja, vibora de cascabel y
vibora ratonera, ranas y lagartijas; entre otras especies.

Recursos naturales.

Estos se localizan en la parte norte, los cuales desgraciadamente y debido a la tala
inmoderada se encuentran en estado de degradacién que ayudado por la erosion y los
incendios forestales, incrementan el problema de su devastacion.

Caracteristicas y uso de suelo

El municipio cuenta con una superficie aproximada de 98.61 km?, de los cuales en
forma general se utilizan: 3,035 hectareas para uso agricola y 6,0602 ha para uso forestal.

En cuanto a la tenencia de la tierra, se puede dividir en: 3,574 ha propiedad ejidal,
3,275 ha propiedad comunal y 3,727 ha propiedad particular.

Fig. 2 Estado de Morelos (México).

Tétela del
Volcan

Estado de Morelos
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VI. HIPOTESIS

Dado los conocimientos medicinales que se reportan para Alnus acuminata
subespecie arguta (Schlecht), H.B.K (Aile), al cual se le atribuye un efecto antiséptico,
astringente entre otras propiedades; se espera que para las estructuras de hoja, rama y
corteza presenten un efecto antimicrobiano frente a los siguientes microorganismos
causantes de enfermedades en el hombre:

Bacterias: Corynebacterium xerosis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Mycobacterium phlei.

Hongos: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida stellatoida
Geotrichum sp. Criptococcus neoformans.

Asimismo se espera que los principios activos de Alnus acuminata no sean téxicos
para el crustaceo Artmia salina Leach.
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VIl. OBJETIVOS

7.1. GENERAL

o Evaluar el efecto antimicrobiano y toxicidad de Alnus acuminata subespecie arguta
(Schlecht), H.B.K.

7.2. PARTICULARES

e Evaluar los parametros fisicos y quimicos del suelo donde crece el Aile. (Materia
organica, Textura, Densidad aparente, Densidad real, Conductividad eléctrica, pH
potencial y activo).

e Obtener el rendimiento del peso seco del principio activo en cada una de las
estructuras (hoja, rama y corteza).

e Evaluar la acci6on antimicrobiana del principio activo de Alnus acuminata
subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. en las concentraciones de 30, 60, 90, 120
mgemL™, de hoja, rama y corteza en: Corynebacterium xerosis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium phlei, Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida stellatoida, Geotrichum sp. y Criptococcus
neoformans.

¢ Obtener la concentracion minima inhibitoria del principio activo de cada estructura.

e Obtener los grupos funcionales que constituyen el principio activo de las
estructuras de la planta medicinal mediante un andlisis de espectroscopia de
infrarrojo.

e Evaluar la toxicidad del principio activo con Artemia salina Leach.
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VIll. METODOLOGIA
Fase de campo
Recoleccion del material vegetal y muestreo de suelo

Se efectudé la recolecta del material vegetal; se seleccionaron 5 arboles de Alnus
acuminata H.B.K. sanos, de los cuales se tomaron tres estructuras (hoja, rama y corteza),
en los cuatro puntos cardinales (norte, sur, este y oeste) del arbol. Después se guardaron
en bolsas de papel estraza, para su transportacion al laboratorio a fin de evitar algun tipo
de contaminacion. Finalmente se prenso un ejemplar para su posterior determinacién
(Forés, 1997).

Ademas se colectaron muestras de suelo obtenidas de 5 sitios distintos
distribuidos en zig zag, considerando el espesor de 0-20 cm., cada suministro tuvo un
peso de 1 kg., con el total de suministros se formé una muestra compuesta de la cual se
tomaron dos kg que fueron trasportados al laboratorio en bolsas de plastico para el
andlisis de las propiedades fisicas y quimicas del suelo donde crece Alnus acuminata
H.B.K. (NOM-021-RECNAT-2000).

Fase de laboratorio

En el laboratorio las muestras de suelo se colocaron en charolas de plastico para
su secado. El secado se realizé con el proposito de facilitar su manejo, mejorar la
homogenizacién y disminuir los cambios quimicos indeseables. Posteriormente se
tamizé, para lo cual se hizo pasar por un tamiz con abertura de dos mm de diametro
(malla 10) de acero inoxidable. Una vez tamizado el material se separ6 1.5 kg de suelo,
cantidad suficiente para realizar las determinaciones quimicas y fisicas que permitiran
caracterizar el suelo (NOM-021-RECNAT-2000).

Se determinaron las propiedades fisicas y quimicas del suelo mediante diversos
métodos (Fig. 3):

Fig. 3 Métodos para la determinacion de las propiedades fisicas y quimicas de suelo.

Nombre del método Bibliografia

pH (potencial y activo). Potenciometrico Black 1975, Thompson
1982, Foth 1998
Textura Bouyoucos Bear 1980
Densidad aparente Probeta Bohn 1993
Densidad real Picnometro Gaucher 1971
Conductividad eléctrica Conductividad eléctrica de
la solucion de suelo relacién | Richard 1990
1.5
% De materia organica Walkley and Black Jackson 1964, Tamhane
1979
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Preparacion del material vegetal

La planta a estudiar se desinfest6 con hipoclorito de sodio al 10% (para eliminar
contaminantes superficiales), asimismo se separ6é en cada una de sus estructuras (hoja,
rama y corteza), para que posteriormente se pusieran a secar por un lapso de 15 dias a
temperatura ambiente. Una vez cumplido el plazo, se pes6 cada estructura y finalmente
se sometieron a un proceso de extraccion para obtener la tintura madre mediante el
método Galenico el cual consiste en colocar el material vegetal seco en frascos de color
ambar y afiadir alcohol de 96° hasta cubrir, sellar y dejar reposar por 15 dias en la
oscuridad y agitar cada tercer dia (Sincholle et al., 1987).

Trascurrido el plazo de 15 dias se realizé el filtrado de la tintura, de cada estructura
obtenida, para posteriormente depositarla dentro de frascos color ambar (Alfaro et al.,
2000).

Obtencién del principio activo

Se obtuvo el extracto en peso seco de cada estructura a través de la destilacion
de la tintura vegetal previamente obtenida, para lo cual se utiliz6 un rotavapor, una
canastilla de calentamiento y un redstato, la temperatura a la cual se destilé fue de 60°C,
a una presion de vacio de 10 bares. El extracto obtenido se colocd en cajas de Petri
estériles y previamente pesadas, se dejdé secar y finalmente se pesd para obtener el
rendimiento, para cada estructura de la planta (Robinson, 2000).

Preparacion de concentraciones e impregnacion de sensidiscos

Se prepard una serie de cuatro disoluciones (por estructura vegetal) del principio
activo seco el cual se disolvié en alcohol bajo las siguientes concentraciones 30, 60, 90 y
120 mg/mL. Al mismo tiempo se prepararon sensidiscos de papel Whatman Ng 41 con un
didmetro de 6 mm, los cuales fueron esterilizados en la autoclave y posteriormente
impregnados con las concentraciones antes mencionadas (Collins y Lyne, 1989).

Cepas microbianas

Las cepas utilizadas en las pruebas de inhibicion antimicrobiana, se obtuvieron del
banco de cepas de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, de la Universidad
Nacional Autbnoma de México.

Las bacterias y hongos utilizados fueron:
Bacterias: Corynebacterium  xerosis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Mycobacterium phlei.

Hongos: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida stellatoida
Geotrichum sp. Criptococcus neoforman.
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Estandarizacién del inéculo microbioldgico

Una vez hecho todo lo anterior, se realizé6 la estandarizaciéon del in6culo
microbioldgico mediante el método de Kirby-Bauer y la escala de Mc. Faland (Finegold y
Martin, 1983). Para lo cual se verti6 un mililitro se solucién salina a un tubo se ensaye y
en seguida se le agreg6 el microorganismo, generando asi una turbidez blanquecina la
cual se compar6 con el tubo uno de la escala de Mc Faland que corresponde a 3*10°
UFC/mL. (La turbidez del microorganismo debe ser la misma que la del tubo uno de la
escala de Mc Faland) (Koneman y Allen, 1992).

Fig. 4.- Escala de Mc Falannd. (Koneman y Allen, 1997).

BaCl; 1.0% | H,SO41.0% | No aproximado de

Mi Mi bacterias representad
X 10% mL.
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1,200
5 0.5 9.5 1,500
6 0.6 9.4 1,800
7 0.7 9.3 2,100
8 0.8 9.2 2,400
9 0.9 9.1 2,700
10 1.0 9.0 3,000

En seguida se llevd a cabo la siembra del inoculo por medio del método de Kirby-
Bauer y la técnica de Barry (utilizando los medios de cultivos Agar Muller-Hinton para
bacterias y Agar Saboraud para hongos).

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Asi mismo se evalud el efecto antimicrobiano del extracto de cada estructura de la
planta en cada una de las concentraciones antes mencionadas. Para ello se aplicé una
prueba de sensibilidad por el método de Difusién en Agar (realizdndose una serie de ocho
repeticiones por ensayo). En este paso se colocaron en cada una de las cajas Petri cuatro
sensidiscos impregnados con las cuatro concentraciones antes mencionadas para cada
estructura mas un sensidicos testigo impregnado con alcohol (Allen, 1976; Cacho, 1997).
Finalmente se incubaron las cajas Petri a 37 ° C durante 24 h para bacterias y 48 h para
hongos vy por ultimo se prosigue a medir los halos de inhibicion.

Finalmente se procesaron los datos en el paquete estadistico STATGRAPHICS, donde
se realiz6 un ANDEVA y se aplico la prueba de Tukey, que consiste en una comparaciéon
de medias con un nivel de confianza del 95% y una a de 0.05.
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Espectroscopia de infrarrojo

Se determinaron los espectros de infrarrojo para cada una de las estructuras (hoja,
rama y corteza) de Alnus acuminata subespecie arguta H.B.K, en un espectrofotometro
con trasformados de fourier de la marca PERKIN ELMER modelo 1600 para asi obtener
los grupos funcionales de los que esta constituido el principio activo.

Toxicidad

Se evaluo6 la toxicidad del principio activo de cada estructura de la planta (hoja,
rama y corteza), con la micro técnica de Artemia salina Leach, la cual consiste en
colocar en 60 frascos (de 100 mL), 40 mL. de solucion salina (NaCl) a una concentracion
del 25%, de los cuales en 10 frascos se disolvio el principio activo de hoja con la
concentracién minima inhibitoria (60%), en otros 10 frascos se disolvi6 el principio activo
de rama con su concentracion minima inhibitoria (60%) y finalmente en otros 10 frascos
se disolvid el principio activo de corteza con la concentracibn minima inhibitoria (30%).
Los frascos a los que no se les agrego principio activo (30) sirvieron como testigo. A todos
los frascos se les colocaron 50 nauplios de Artemia salina que se contabilizaron con la
ayuda de un estereoscopio y se evalud la mortandad a las 48 hrs. (ver figura 5).

Para sacar el porcentaje de mortandad se ocupd la férmula Abbott. %M = r/s * 100
Donde M= mortandad, r= artemia muerta en el extracto y s= artemia viva en el blanco.

Fig. 5 Disefio para la toxicidad frente a Artemia salina Leach (Sanchez, 1999).
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IX.  ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades fisicas y quimicas de suelo.

En el cuadro No 6 se muestran los resultados de los analisis fisicos y quimicos del
suelo de Tetela del Volcan en el Estado de Morelos, donde crece Alnus acuminata
subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. Observando que presenté un pH potencial de 5.3 y un
pH real de 5.8 lo que indica que es un suelo ligeramente acido segun la Norma Oficial
Mexicana (NOM-021- RECNAT-2000), ésto podria deberse también al aporte de materia
organica, el cual fue elevado con un valor de 4.5 % para suelos no volcanicos segun
Daver (1980) y al lugar donde se tomaron las muestras, a orilla del ri6 Amalzinag,
favoreciendo una mayor infiltracion de agua y por consiguiente se da una lixiviacién de
bases dando asi la preponderancia a los iones H* sobre OH" en la solucion del suelo y
bajo tales condiciones el suelo se vuelve acido ( Buckaman y Brady, 1991).

La conductividad eléctrica fue de 0.06 dS m™ lo cual nos permite mencionar que no
presentan problemas de salinidad, puesto que esta por debajo de los valores establecidos
por la Norma Oficial Mexicana (NOM-021-RECNAT-2000) y esto puede inferirse por la
lixiviacion de las bases. En cuanto a la densidad real fue de 2.5 g/cm® y la densidad
aparente fue de 1.2 g/cm® los cuales fueron bajos, presentando asi un alto porcentaje de
porosidad 52%, con ello podemos mencionar que no tienen problemas de aireacion y
compactacion.

La textura del suelo fue arenosa; de ahi que la densidad aparente sea bajay que
el porcentaje del espacio poroso sea alto, ya que contiene un alto porcentaje de arena
(95%), y en general estos poros son grandes, permitiendo un buen movimiento de agua y
aire dentro del mismo.

Las caracteristicas analizadas corresponden a un Regosol y ésto se confirma con
la carta edafol6gica de Tetela del Volcan (E14 B51 1: 50,000).

Fig. 6.- Resultados promedio de las propiedades fisicas y quimicas de suelo donde
crece Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K.

’ PROPIEDAD RESULTADO

IpH potencial

HpH real

H% de materia orgénica 4.5 %
”Conductividad eléctrica 0.06 dS m™
HDensidad aparente 1.2g/cm®
HDensidad real 2.5g/cm®
”Textura Arenosa
% de espacio poroso 52%
% arena 95%
% de limo 4.23%
% de arcilla 0.77%
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Rendimiento del principio activo de Alnus acuminata subespecie arguta de cada una de
sus estructuras (hoja, ramay corteza).

El cuadro No 7 muestra el rendimiento de cada una de las estructuras de Alnus
acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. mencionando que el mejor rendimiento fue
para la estructura de hoja con 10.2%, seguido de corteza con un 8.1% y el menor
rendimiento se observé en rama con el 3 %. Este tipo de informacion es muy Uutil debido a
que sirve de base para conocer el rendimiento de los extractos que se obtendra a partir de
una cantidad determinada de material fresco, con ello se evitaria, en ensayos posteriores
el desperdicio del mismo. Ademas que con esto se puede conocer la concentracion del
principio activo de cada estructura y dosificar de acuerdo a la concentracion minima
inhibitoria (CMI) sin producir toxicidad.

Fig. 7 Rendimiento del principio activo en peso seco de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht),
H.B.K. de cada una de sus estructuras (hoja, ramay corteza).

Estructura de Peso de la Peso seco del
la estructura de Principio activo || % de rendimiento
Planta la planta (g)
Hoja 146 14.90 10.2%
Rama 580 17.58 3.0%
Corteza 480 39.22 8.1%

Resultados generales de cada uno de los microorganismos probados frente al
principio activo de Alnus acuminata subespecie arguta.

En el cuadro N, 8 se presentan los resultados de los antibiogramas que se
obtuvieron con cada una de las concentraciones probadas a partir de los extractos de
hoja, rama y corteza, sobre el crecimiento de los microorganismos analizados. En la
primera columna se indica el nombre de los microorganismos sometidos a las pruebas
de sensibilidad, mostrando en primera instancia a las bacterias y en segundo lugar a los
hongos. Mencionando asi que de cuatro bacterias examinadas solo tres mostraron
sensibilidad, siendo estas: Corynebacterium xerosis, presentando sensibilidad para las
estructuras de hoja, rama y corteza; esta ultima manifesté sensibilidad en todas la
concentraciones probadas (30, 60 ,90 y 120 mg/mL), Staphylococcus aureus ostent6
sensibilidad en la estructura de hoja y corteza; sin embargo no hubo respuesta para la
estructura de rama, Mycobacterium phlei solo presenté sensibilidad la estructura de
corteza a una concentracion de 120 mg/mL, no hubo respuesta para las estructuras de
hoja y rama, finalmente presento sensibilidad un hongo de los seis probados, el cual fue
Geotrichum sp. en las estructuras de hoja y rama a una concentraciéon de 120 mg/mL y en
corteza a partir de la concentracion de 90mg/mL
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Las pruebas de sensibilidad

diferentes estructuras y concentraciones probadas:
Bacterias: Escherichia coli.

Hongos:

Candida albicans,

stellatoida y Criptoccocus neoformans.

Candid

a tropicales,

Candida Krusei,

resultaron negativas en todos los ensayos con las

Candida

Fig. 8 Respuesta de la actividad antimicrobiana de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K.
de cada estructura estudiada, frente a los microorganismo probados.

Estructura y concentracion
Hoja Rama Corteza
Concentracion Concentracion Concentracion
mg/mL mg/mL mg/mL
Bacterias
Microorganismo JE I EEZ E I I e
Corynebacterium
Xerosis
Escherichia coli ololo 0 olo]o 0 ololo 0
Staphylococcus olo|+] +|olo|Oo]|] O |+ ]+ ]+ +
aureus
Mycobacterium ol ol o 0 0ol ol o 0 0ol ol o +
phlei
Hongos

o (0 /O |O |O |O (O (O |O |O |O (O
Candida albicans

o (0O /O |O |O |O (O (O |O |O |O (O
Candida
tropicales 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida Krusei

o (0O /O |O |O |O (O (O |O |O |O (O
Candida
stellatoida o (0 |O |+ |O |O (O |+ |O |O |+ |+
Geotrichum sp

o (0O /O |O |O |O (O (O |O |O |O (O
Criptoccocus
neoformans

(+) Si hubo respuesta (0) No hubo respuesta
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RESULTADOS PARTICULARES DE CADA UNO DE LOS MICROORGANISMOS
DONDE SE PRESENTO SENSIBILIDAD MICROBIANA

Resultados obtenidos para Geotrichium sp.

En la grafica N, 1 se presentan los tamafios promedios de los halos de inhibicion
obtenidos en las pruebas de sensibilidad aplicadas al hongo Geotrichium sp. con el
extracto de hoja, bajo cuatro diferentes concentraciones. Observando asi que para las
concentraciones de 30, 60 y 90 mg/mL no se presento respuesta, por otro lado para la
concentracion de 120 mg/mL se presenta sensibilidad comprendiendo halos de 4.6 mm de
diametro. Por tanto la concentracion minima inhibitoria (CMI) para la estructura de hoja
frente al hongo Geotrichium sp. es de 120 mg/mL

Grafica N, 1 Tamafio promedio del halo de inhibicién con extracto de hoja de Alnus acuminata subespecie
arguta (Schlecht), H.B.K. frente a Geotrichium sp.

5+ Hoja
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30 60 90 120

concentracion mg/mL

En la grafica No 2 se muestran los tamafios promedios de los halos de inhibicion
para el hongo Geotrichium sp. con el extracto derivado de rama. Observando que
presenta el mismo patron que el de la estructura de hoja, ya que para las concentraciones
de 30, 60, 90 mg/mL no se presento sensibilidad, sin embargo para la concentracion de
120 mg/mL si se presento sensibilidad siendo esta la concentracion minima inhibitoria
(CMI), comprendiendo halos de 4.6 mm de diametro, por tanto las estructuras de hoja y
rama son similares y no presenta diferencia estadistica significativa (p=-0.125 ver
apéndice N, 2).

Grafica N, 2 Tamafio promedio del halo de inhibicién con extracto de rama de Alnus acuminata subespecie
arguta (Schlecht), H.B.K. frente a Geotrichium sp.
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En la Grafica No,3 se muestran los tamafios promedios de los halos de inhibicién
para el hongo Geotrichium sp. con el extracto de corteza. Observando que para las
concentraciones de 30 y 60 mg/mL no se presenta sensibilidad, para las concentraciones
de 90 y 120 mg/mL se presenta sensibilidad comprendiendo halos que van desde los 4.8
a 6 mm de didmetro, presentando estos una diferencia estadistica significativa (p= -
1.16875 ver apéndice N, 1).

Con esto se establecié que la concentracion minima inhibitoria (CMI) para la
estructura de corteza es de 90 mg/mL.

Grafica No, 3 Tamafio promedio del halo de inhibicién con el extracto de corteza de Alnus acuminata
subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. frente a Geotrichium sp.

' Corteza

Tamafio de halo (mm)
w

30 60 90 120
concentracion mg/mL

En la Grafica N, 4 se observan los valores promedios del tamafio de los halos de
inhibicion obtenidos bajo la interaccion de los factores estructura-concentracion minima
inhibitoria (CMI) en las pruebas de sensibilidad aplicadas para el hongo Geotrichium sp.

Los andlisis del contraste multiple de rango aplicados a este ensayo indican que a
un nivel de confianza de 95% no existe diferencia estadistica significativa para las
estructura de hoja y rama, esto se debe a que los halos son similares (4.6 mm de
didmetro) bajo la concentracion 120 mg/mL, mientras que corteza presenta halos de
mayor tamafio (4.8 mm) a una concentracion de 90 mg/mL, presentando diferencia
estadistica significativa en comparacion con las estructuras de hoja 'y rama (ver apéndice
N, 2).

De forma general podemos mencionar que para el hongo Geotrichium sp. La
concentracién minima inhibitoria para las estructuras de hoja y rama es de 120 mg/mL vy
para corteza es de 90 mg/mL por lo cual se puede sugerir que la estructura de corteza fué
la méas adecuada para inhibir el crecimiento de este hongo.
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No se presentd sensibilidad para los siguientes hongos; Candida albicans,
Candida tropicales, Candida Krusei, Candida stellatoida y Criptoccocus neoformans. Esto
se puede deber a que presentan una mayor resistencia bajo el principio activo de Alnus
acuminata subespecie arguta H.B.K.

Grafica No 4.- Tamafio de los halos de inhibicion en hoja, ramay corteza de Alnus acuminata subespecie
arguta (Schlecht), H.B.K. para la concentracion minima inhibitoria frente a Geotrichum sp.

o de halo (mm)

T

hoja 120 rama 120 corteza 90
mg/mL mg/mL mg/mL

Estructuras con la concentracién
(CMI mg/mL).

Resultados obtenidos para Staphylococcus aureus.

En la grafica N, 5 se observan los tamafios promedios de los halos de inhibicion
obtenidos en las pruebas de sensibilidad aplicadas a las bacteria Staphylococcus aureus
con el extracto de hoja bajo las concentraciones de 30, 60, 90 y120 mg/mL obteniendo asi
gue para las concentraciones de 30 y 60 mg/mL no se presentd sensibilidad, pero si se
presentd sensibilidad para las concentraciones de 90 y 120 mg/mL, comprendiendo halos
de 4 a 6 mm de didmetro. Cabe sefalar que las concentraciones donde hubo respuesta
presenta una diferencia estadistica significativa (p=-1.625 ver apéndice N,4).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) para la estructura de hoja es de
90mg/mL frente a Staphylococcus aureus.

Para la estructura de rama no se presentd sensibilidad en ninguna de las
concentraciones probadas (30, 60, 90 y120 mg/ mL) por lo cual este tipo de bacteria es
mMAas resistente al principio activo para esta estructura.

Grafica No 5 Resultados promedio del tamafio del halo de inhibicién en las concentraciones 30, 60, 90
y 120 mg mL™, en hoja de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. frente a Staphylococcus
aureus.

Hoja

Tamarno de halo(mm)
w

30 60 920 120
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En el grafico N,6 se muestran el promedio de los halos de inhibicién obtenidos en
las pruebas de sensibilidad aplicadas a la bacteria Staphylococcus aureus con el extracto
de corteza. Observando que para todas las concentraciones probadas se presentd
sensibilidad, comprendiendo halos que van de los 4 a los 8 mm de diametro
respectivamente. Asi mismo se puede sefialar que para las concentraciones de 30 y 60
mg/mL no se presentd diferencia estadistica significativa p= 0.525 ni para las
concentraciones de 90 y 120 mg/mL p= 1.6125 sin embargo para las concentraciones de
30 y120 mg/mL se presento diferencia estadistica significativa p= 4.0125, asi mismo para
las concentraciones de 60 y 120 mg/mL con una p= -3.4875 (ver apéndice N, 3) se
observa que al aumentar la concentracion aumenta el halo de inhibicion.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) para la estructura de corteza es de 30
mg/mL.
Grafica N, 6 Resultados promedio del tamafio del halo de inhibicién en las concentraciones
30, 60,90y 120 mg mL™, en corteza de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. frente a

Staphylococcus aureus.
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En el grafico N,7 se presentan los valores promedios del tamafio de los halos de
inhibicion obtenidos bajo la interaccion de los factores estructura-concentraciéon minima

inhibitoria (CMI) en las pruebas de sensibilidad aplicadas a la bacteria Staphylococcus

aureus.
Grafica No7 Comparacion del tamarfio de los halos de inhibicion en cada una de las estructuras de

Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. en la concentracion (CMI), frente a Staphylococcus
aureus.

fio de halo (mm)

T

hoja 90 rama corteza 30
mg/mL mg/mL

Estructura con la concentracion
(CMI mg/mL).

Observando que para las estructuras de hoja y corteza el halo de inhibicion fue del
mismo tamafio 4 mm de didmetro sin embargo la diferencia radica en la concentracion
siendo mas alta para hoja 90 mg/mL que para corteza 30 mg/mL presentando asi una
diferencia estadistica significativa (p= -1.16875 Ver apéndice N,5).
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La corteza presentd mayor eficiencia que la estructura de hoja debido a que la
concentracién es menor, por tanto se recomienda a corteza para inhibir a la bacteria
Staphylococcus aureus. Cabe sefialar que la estructura de rama no presentd efecto
positivo para Staphylococcus aureus por lo cual se descarta su uso.

Resultados para Corynebacterium xerosis.

En la grafica N, 8 y 9 se presentan los tamafios promedios de los halos de
inhibiciéon obtenidos en las pruebas de sensibilidad aplicada a Corynebacterium xerosis
con los extractos obtenidos a partir de las estructuras de hoja y rama.

Grafica N, 8 Resultados promedio del tamafio del halo de inhibicién en las concentraciones de 30, 60,
90y 120 mg mL™, en hoja de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. frente a
Corynebacterium xerosis.

Tamario de halo (mm)

30 60 20 120
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Grafica Ny 9 Resultados promedio del tamafio del halo de inhibicién en las concentraciones 30, 60, 90
y 120 mg mL™, en rama de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. frente a Corynebacterium
Xerosis.

Rama

Tamafo de halo (mm)

30 60 90 120

concentracién mg/mL

En ambas graficas se observo que para la concentracion de 30 mg/mL no se
presentd sensibilidad antibacteriana, por otro lado para las concentraciones de 60, 90 y
120 mg/mL si se present6 sensibilidad comprendiendo halos que van desde los 4 a los 5
mm de diametro. Cabe sefalar que estas dos estructuras presentan respuestas similares
y no existe diferencia estadistica significativa (ver apéndice N, 7).

En ambas graficas se observa que al aumentar la concentracion se aumenta el
tamafio del halo de inhibicion por lo cual presentan el mismo efecto frente a
Corynebacterium xerosis.
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En el grafico N, 10 se presentan los tamafios promedios de los halos de inhibicién
obtenidos en las pruebas de sensibilidad aplicadas a la bacteria Corynebacterium xerosis
con los extractos de corteza, bajo cuatro diferentes concentraciones (30, 60, 90 y 120
mg/mL) como se puede apreciar en todas las concentracion probadas se presentd
sensibilidad comprendiendo halos desde los 4 a los 7 mm de diametro. Cabe sefialar que
se present0 diferencia estadistica significativa para cada una de las concentraciones (ver
apéndice N, 6). Se observa que al aumentar la concentracion aumenta el tamafio del halo
de inhibicion, siendo la concentracion minima inhibitoria (CMI) de 30 mg/mL para esta
estructura.

Grafica N, 10 Resultados promedio del tamafio del halo de inhibicion en las concentraciones 30, 60, 90
y 120 mg mL™, en corteza de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. frente a
Corynebacterium xerosis.
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En la grafica N, 11 se observan los valores promedios del tamafio de los halos de
inhibicién obtenidos bajo la interaccion de los factores estructura-concentracion minima
inhibitoria (CMI), en las pruebas de sensibilidad con la bacteria Corynebacterium xerosis.

Grafica N, 11 comparacion del tamafio de los halos de inhibicién en cada una de las estructuras de
Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. en la concentracién (CMI), frente a Corynebacterium

Xerosis
4,
T 3,54
E 3
o
E 2,51
o 2
T 1,5
l% 17
< 0,5+
hoja 60 rama 60 corteza 30
mg/mL mg/mL mg/mL
Estructuras con la concentacién
(CMI mg/mL).

En la grafica N, 11 los resultados de los ensayos muestran que no hay una
diferencia estadistica significativa para las estructuras de hoja y rama (p= 0.0041) a una
concentracion de 60 mg/mL, por tanto estos grupos son parecidos debido a que los halos
que presentan estas dos estructuras son iguales (tamafio del halo 4 mm), corteza
presenta halos de igual tamafio que hoja y rama 4 mm de didmetro, sin embargo la
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diferencia radica en la concentracion puesto que esta es menor 30 mg/mL por tanto se
presenta una diferencia estadistica con rama y hoja respectivamente (ver apéndice N, 7).

De forma general se menciona que la concentracion minima inhibitoria para la
estructura de hoja y rama es de 60 mg/mL y para corteza es de 30 mg/mL por tanto la
estructura de corteza presenta mayor eficiencia para inhibir el crecimiento de
Corynebacterium xerosis y por tanto se recomienda su uso.

Resultados para Mycobacterium phlei.

En la grafica N, 12 se muestra el promedio del tamafio de los halos de inhibicion
obtenidos en las pruebas de sensibilidad aplicadas a la bacteria Mycobacterium phlei, con
el extracto de corteza. Observando asi que bajo las concentraciones de 30, 60 y 90
mg/mL se obtuvo un efecto negativo, sin embargo se obtuvo un efecto positivo para la
concentracion de 120 mg/mL

Cabe resaltar que para las estructuras de hoja y rama no se presentd sensibilidad y esto
se puede deber a que el microorganismo presenta resistencia ante el principio activo por
lo cual se descarta su uso para inhibir el crecimiento de

La concentracién minima inhibitoria (CMI) para Mycobacterium phlei es de 120
mg/mL Unicamente con la estructura de corteza.

Grafica No12 resultados promedio del tamafio del halo de inhibicidn en las concentraciones 30, 60, 90 y
120 mg mL™, en Corteza de Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. frente a Mycobacterium
phlei.
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En la grafica N, 13 se muestra el contraste multiple de rango del halo de inhibicion
obtenidos para los siguientes microorganismos Staphylococcus aureus, Corynebacterium
xerosis, Geotrichum sp. y Mycobacterium phlei bajo la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de cada estructura a un nivel de confianza del 95%.

Grafica Ny13 Tamafio de halo en la concentracion minima inhibitoria (CMI), para Staphylococcus
aureus, Corynebacterium xerosis, Geotrichum sp. y Mycobacterium phlei, en hoja, ramay corteza de
Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K
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Se observa que los microorganismos mas sensibles al principio activo de Alnus
acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K fueron Corynebacterium xerosis vy
Geotrichum sp., debido a que presentan sensibilidad en las tres estructuras (hoja, rama y
corteza), sin embargo Corynebacterium xerosis presenta sensibilidad en las
concentraciones (CMI) mas bajas, siendo que para hoja y rama fue de 60 mg/ mL vy
corteza 30 mg/mL, mientras que para Geotrichum sp. las estructuras de hoja y rama fue
de 120 mg/mL y en corteza de 90 mg/mL. Cabe sefialar que las tres estructuras (hoja,
rama y corteza) para estos dos microorganismos no presentan diferencia estadistica
significativa, debido a que el tamafo del halo es muy parecido.

El microorganismo mas resistente al principio activo fue Mycobacterium phlei
debido a que presenta solo sensibilidad en la estructura de corteza a una concentracion
de 120 mg/mL

Se presenté diferencia estadistica significativa para los halos de Staphylococcus aureus y
Corynebacterium xerosis (Ver apéndice N, 8).

Guerra reporté en el 2004 que para la especie Senna alata (Caesalpinaceae),
comunmente conocida como guacamaya francesa, la cual se le evalué la actividad
antimicrobiana in vitro, probando a la bacteria Staphylococcus aureus, que presenté
sensibilidad a una concentracion de 30 mg/mL, con halos de 2.5 mm de diametro,
mientras que para Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. con el mismo
microorganismo a una concentracion de 30 mg/ mL se presentan halos de 4 mm de
didmetro, siendo este mas efectivo para la inhibicion de dicho microorganismo.
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Bosch en 2005 evalu6 la actividad antimicrobiana de Diphysa minutifolia Rose
(Leguminaceae) en la estructura de corteza, reportando que para Staphylococcus aureus la
concentracion (CMI) fue de 100 mg/mL mientras que para Alnus acuminata subespecie
arguta (Schlecht), H.B.K. en la estructura de corteza, fue de 30 mg/mL siendo esta mas
efectiva.

Hernandez y Rodriguez en el 2001 reportaron que para Ocimun basilicum L. (albaca
morada) la concentracién (CMI) para Corynebacterium xerosis fue de 40 mg/mL mientras
que para Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K. fue de 30 mg/mL siendo esta
mas baja para inhibir al microorganismo.

Andlisis de espectroscopia de infrarrojo

Se analizaron los grupos funcionales que constituyen la composicion quimica del
extracto vegetal (bajo la técnica de la pastilla de bromuro) obtenido de cada estructura de
la planta (hoja, rama y corteza) mediante el analisis de espectroscopia de infrarrojo con
trasformados de Fourier, de la marca PERKIN ELMER, modelo 1600 obteniendo las
siguientes espectros.

fig. 9 Espectro de infrarrojo para la estructura de hoja de Alnus acuminata subespecie arguta
(Schlecht), H.B.K.
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El espectro de infrarrojo para la estructura de hoja que se muestra en la figura 9
muestran la presencia de grupos funcionales para la longitud de onda de 3387.9 alcoholes
y polimeros, para los intervalos que van entre los 2920.9 y 2851.8 se presentaron
alcoholes asociados y cetonas, para los intervalos de 1705.4, 1611.4 y 1453.6 se
encontraron compuestos aromaticos, huellas de benceno y amidas y finalmente para los
intervalos de 1379.7 y 1048.6 presentaron compuestos nitrogenados, eter y ester.
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El espectro de infrarrojo para la estructura de rama que se muestra en la figura 10
revela lo siguiente; para la longitud de onda ente 3351.8 y 2925.0 se presentaron
alcoholes asociados y polimeros, para la longitud de onda de 1698.3 se presentaron
aldehidos y huellas de benceno, para los pardmetros de 1610.6, 1515.7 y 1447.1 se
presentaron compuestos aromaticos, cetonas (dicetonas quelatada) y amidas, finalmente
para las longitudes de onda entre 1375.3 y 1275.8 se presentaron sulfatos y compuestos
nitrogenados.

Fig.10 Espectro de infrarrojo para la estructura de rama de Alnus acuminata subespecie
arguta (Schlecht), H.B.K.
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El espectro de infrarrojo para la estructura de corteza que se muestra en la figura
(11) revela los siguiente; para la longitud de onda entre 3349.6 y 2929.6 se encontraron
alcoholes asociados y grupos ceténicos, para los parametros de 1697.8, 1606.7, 1518.0 y
1446.0 se presentaron compuestos aromaticos y o aminoacidos, finalmente para las
longitudes de ondas entre 1283.0 y 1041.1 se encontraron acidos carboxilicos, éter y

esteres.
Fig.11 Espectro de infrarrojo para la estructura de corteza de Alnus acuminata subespecie
arguta (Schlecht), H.B.K.
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Los alcoholes, aldehidos, ésteres de acidos carboxilicos y otros compuestos
(presentes en los espectros de las estructuras de hoja, rama y corteza) contribuyen a la
gran diversidad quimica que se presenta en el grupo de los terpenos, los cuales a su vez
forman parte de los aceites esenciales de muchas plantas medicinales (Kuklinski, 2003)

Los terpenos son una serie de compuestos naturales que formalmente se pueden
considerar polimeros del isopreno. El isopreno (2-metil-1,3-butadieno), de férmula
empirica CsHg, es un hidrocarburo doblemente insaturado (alqueno) que se emplea como
blogue unidad de cinco carbonos en la biosintesis de los terpenos (Trese-Evans, 1998)

Los glucidos o hidratos de carbono, son compuestos organicos resultantes del
metabolismo primario, que contienen en su estructura una funcion aldehido o cetona y el
resto de los carbonos hidroxilados (OH). Por tanto son poli hidroxialdehidos o poli
hidroxicetonas, dentro de estos se encuentran las osas como D-Glucosa, la cual se utiliza
en forma anhidra o monohidratada en la preparacion de soluciones parentales para
rehidratar y evitar deshidrataciones. Industrialmente se preparan jarabes con elevado
poder edulcurante.

Los taninos hidrolizables son esteres formados por una molécula de azucar
(generalmente de glucosa) unido a un numero variable de moléculas de acido fendlico
cuyo grupo funcional es el éster, como el tanino galico cuyo uso es astringente,
cicatrizante, antiséptico, tiene una accion bactericida y bacteriostatica. También ejerce un
efecto antifingico (Trese-Evans, 1998).

Las quinonas y derivados antracénicos son compuestos con un grupo cetona,
destacando las benzoquinonas con una estructura derivada del benceno. Estos
compuestos tienen interés farmacoldgico se utilizan como antiséptico (tanto antibacteriano
como antifangico).

Un gran numero de farmacos se obtienen de plantas que contienen alcaloides y
estos se deben a las propiedades quimicas debidas al nitrdgeno basico. En las plantas los
alcaloides pueden existir en estado libre o en estado de sales como amida o como
alcaloides N-6xidos. Algunos N-Oxidos por ejemplo &cido aspergilico e iodina (1,6-
dihodroxifenazin dioxido) aislado de plantas medicinales posee actividad antibactiana
(Kuklinski, 2003)
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Analisis de toxicidad con Artemia salina Leach

En el cuadro N, 12 se observa que para la estructura de hoja bajo una
concentracion minima inhibitoria del 60 mg/mL el porciento de mortandad fue de 33.8 %
mientras que para la estructura de rama a la misma concentraciéon minima (60 mg/mL) el
porciento de mortandad fue de 40% esto podria deberse a la variedad entre sus grupos
funcionales expresados el especto de infrarrojo (IR), por otro lado la corteza a una
concentracion minima inhibitoria del 30 mg/mL el por ciento de mortandad fue de 26, por
tanto podriamos inferir que el principio activo de corteza es menos toxico que el de hoja
y rama. Cabe sefialar que las estructuras de hoja, rama y corteza no rebasan la dosis letal
media LDsy, por lo cual las tres estructuras presentan baja toxicidad aguda frente al
crustaceo Artemia salina Leach.

Fig. 12. Actividad bioldgica frente a Artemia salina Leach.

Concentracion % mortandad
Hoja 60 33.8
Rama 60 40
Corteza 30 26
Blanco 0 0
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X. Conclusiones

* El suelo donde crece Alnus acuminata subespecie arguta (Schlecht), H.B.K.es un suelo
acido, alto en materia organica, arenoso; lo cual le confiere una buena aeracion y drenaje;
tales caracteristicas lo clasifican como un Regosol. Por tanto se concluye que estos
suelos son buenos para el desarrollo de Aile.

* El mejor rendimiento obtenido en la relacién a la estructura vegetal (peso fresco)
extracto (peso seco) para Alnus acuminata fue encontrado en la extraccién realizada para
hoja (10.2%), seguida de corteza (8.1%) y finalmente el menor rendimiento se observo en
rama (3.0%).

* De los microorganismos estudiados, se presentd respuesta antimicrobiana en tres
bacterias, Corynebacterium xerosis, Staphylococcus aureus, Mycobacterium phlei y un
hongo, Geotrichum sp.; Para Corynebacterium xerosis en las estructuras de corteza y
hoja con una concentracion de 30 mg/mL. y en rama con una concentracion de 60 mg/mL.
En Staphylococcus aureus en la estructura de hoja con una concentracion de 90 mg/mL.
y en corteza con una concentracion de 30 mg/mL. no habiendo respuesta en rama,
finalmente para Mycobacterium phlei sélo se presento sensibilidad antimicrobiana en la
estructura de corteza con una concentracion de 120 mg/mL., Para el hongo Geotrichum
sp. En las estructuras de hojay rama con una concentracién de 120 mg/mL. y en corteza
con una concentracion de 90 mg/mL.

* Los microorganismos mas sensible al principio activo de Alnus acuminata subespecie arguta
(Schlecht), H.B.K. fueron Corynebacterium xerosis y Geotrichum sp. debido a que
presentd sensibilidad a todas las estructuras (hoja, rama y corteza), por otro lado el mas
resistente fue para Mycobacterium phlei. debido a que presenta sensibilidad en sélo una
estructura (corteza).

* En el ensayo de antibiograma se observé que al aumentar la concentracion el tamafio
del halo de inhibicién es mayor, de tal manera que éste es proporcional a la concentracion
del principio activo.

* Las pruebas de sensibilidad resultaron negativas en todos los ensayos, para los
siguientes microorganismos; Bacterias: Escherichia coli Hongos: Candida albicans,
Candida tropicalis, Candia krusei, Candida stellatoida y Criptoccocus neoformans

* El espectro de infrarrojo permiti6 conocer los grupos funcionales de los cuales esta
compuesto Alnus acuminata; encontrando asi alcoholes asociados, polimeros, huellas de
benceno, éter, compuestos aromaticos y cetonas en cada una de las estructuras (hoja,
rama y corteza). Por otro lado la corteza presentd acidos carboxilicos, mientras que hoja y
rama presentan compuestos nitrogenados.

* El andlisis de toxicidad con Artemia salina Leach, al cual se sometié el principio activo de
cada una de las estructuras de la planta (hoja, rama y corteza) no es toxica.

* La hipétesis se cumpli6 de manera parcial ya que las estructuras de (hoja, rama y
corteza) solo presentaron efecto a 4 microorganismo de 10 planteados, siendo estos
Corynebacterium xerosis, Staphylococcus aureus, Mycobacterium phei y Geotrichum sp.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS
64



Juan Romero Cuenca

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM

Xl. Apéndice

(No 1)

Cortraste muttiple de Rango para el Halo de Gedtrichum =p 2equn la concertracidon de Geatrichum.

Grupos homogéneos

Método: 9E5.0 porcentaje L3D
ConGeao Frec. Media
20 g 4_ 825
1z0 g E_ 98937k
Contraste

20 - 1Z0

®

Y

Diferencias +/- Limites
*=1_16375 0_&0&445

* indica una diferencia

(No2)

significatiwa.

Contraste muttiple de rango pra el Halo de Geatrichum sp. segun la estructura (hoja, rama y cotteza).

Grupos homogéneos

Método: 25.0 porcentaje L3D
ESTRUCTUGZEQL Frec. Media
Hoja g d_BEZE
Bama g 4_ TFE7E
Corteza 2 E.393378
Contraste

Corteza — Hoja
Corteza — Pama
Hoja - Bama

*

H

*

Diferencias +/- Limites
*1_ 33125 0383039
*1_ 20625 0.383039
-0_1ZE 0.383039

* indica una diferencia significatiwa.
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(No3)

_Cortrazte Multiple de Rango para la concentracion de Stapylococcus aureus segun U Halo

Método: 35.0 porcentaje LED

Confaurus Frec. Media Grupos homogéneos
20 g Z.96ZE x
&0 g 4_4875 x
20 g & 3EEE o
1z0 g 7.975 =
Contraste Diferencias +/- Limites
20 - &0 -0_E5zk5 Z.4E248
30 - 30 -z.4 Z.d4z48
30 - 120 -4 _ 015 Z.4z248
&0 - 20 -1.875 . 4248
&0 - 120 *-3.4875 Z.4E248
20 - 120 -1.681z5 Z.d4z48
* indica una diferencia significatiwva.
(No4)
Contrazte multiple de Rango para el Halo de Staphylococcus aureus segun la concentracion
Método: 25.0 porcentaje LED
ZOMCATRITSL Frec. Media Grupos homogéneos
30 g 4 _ 05875 ®
lzo =] 5.71lz5 X
Zontraste Diferencias +/- Limites
20 - 1z0 *-1.6E5 0.1514596

¥ dndica una diferencia significativa.
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(No5)

Zontraste WMultple de Rango para el halo de Staphylococens aurens segun la roncentraridn minima intubitoria
Método: 25.0 porcentaje LED

Estructura furens Frec- Media Grupos homogéneaos
Haja =] 4 825 Y
Clorteza = 5.38375 ®
Contraste Diferencias +/- Limites
Huoja—"orteza *-1.16875 0.505448

* indica una diferencia significatiwva.

(No6)

Contraste Multiple De Rango para el halo de Corynebacterium Xerosiz Segun la concetracion (30,6090 120 magiml)
Método: 9E5.0 porcentaje L3D

Conierosis Frec. Media Grupos homnogéneaos

20 g 4. 128 H

&0 g 4.8 H

20 g 5.7 *

1z0 g 5,378 H

Contraste Diferencias +/- Limites
30 - &0 *-0.675 0.&514828
30 - 20 *-1.E7E 0.&6148Z28
30 - 1E0 *-F.85 0.&6148EF8
&0 - 20 *-0.9 0.&l48E88
&0 - 1z0 +*-Z.17E 0.&514828
20 - 1Z0 *-1.E7E 0.&6148Z28

* indica wuna diferencia significatiwva.

(No7)

Contraste multiple de rango para el halo de Corymebacterinm xerosis segun la estruetura (hoja, rama 3 eorteza).
E

Estructuraie Frec. Media Grupos homnogéneaos

Bama 24 4 FZEEET H

Hoja Zd 4 zZ7083 ®

Corteza zd4 L_8zkh x

Contraste Liferencias +/- Limites
Corteza — Hoja *1.5E5417 0O.470851
Corteza — Rama *1_ EE233 O.470581
Hoja - Rama 0. 00416667 0470561

* indica una diferencia significatiwva.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE SUELOS
67



Juan Romero Cuenca Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM

(No8)

Contraste multiple de rango del halo de Corymebacterinm xerosis, Iyeobacterinom phlei, Geotrichum sp. 3

Staphylocoreus aurens, segun la concentracidn (S,
Método: 25.0 porcentaje LED

BlEEOZ
S 55TTEE
llE48
. LELo4
. 099s7

Frec. Madia Grupos homogéneos
Halokerosis 20 4 Tz1z5 o
HaloPhlei = 4 3zE ot
HaloGeo 40 E_EEZE ey
HaloSauruas 48 E_ 43125 H
Contraste Diferencias
HaloGeo - HaloBaurus -0.1787k5
HaloGeo - HaloXerosis 0.&531z5
HaloGeo - HaloPhlei 0,375
HalofSaurus - Halo¥erosis *0.71
HaloSauruas - HaloPhledi 0.Lk0sZk
Halokerosis - HaloPhlei -0.z0375

. 0e73s

* indica una diferencia significatiwva.
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