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A partir de la sabiduria, la comprension.
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Richard Wagner.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD ANTICROBIANA DE LAS
FLORES DE Prosopis laevigata (Humb. &Bonpl. Ex Willd) M.C. Jhonst

Resumen

Se evaluaron las propiedades antimicrobianas de las flores de mezquite obtenidas
en dos condiciones ambientales distintas: el estiaje invernal (colectadas en febrero)
y lluvias tempranas (colectadas en marzo). Se obtuvo actividad inhibitoria de ambos
extractos sobre diferentes bacterias Gram positivas y negativas, obteniendo, con el
primer extracto halos de hasta 21 mm y con el segundo halos de hasta 26 mm,
encontrando una mayor susceptibilidad en cepas de Staphylococcus aureus y de
Vibrio cholerae, identificandose un comportamiento bactericida del primer extracto
en ambas cepas y un comportamiento bactericida con Vibrio cholerae y uno
bacteriostatico sobre Staphylococcus aureus del segundo. Se obtuvieron halos de
inhibicidon sobre hongos levadurifomes de hasta 20 mm con el primer extracto y de
hasta 19 mm con el segundo,hayando mayor inhibicion en Criptococcus
neoformans, y determinando a Candida tropicalis como la levadura con mayor
sensibilidad (CFM= 0.625 mg/mL y CFM= 10 mg/mL respectivamente). Se encontro
sensibilidad sobre cepas del género Fusarium y Trichophyton con ambos extractos.
Se determiné una mayor toxicidad en el extracto de febrero, con un 96% sde
mortalidad sobre Artemia salina con una concentracion de 10 ppm. Se obtuvo una
baja capacidad antioxidante para ambos extractos (CAso >100 pg/mL). Se cuantific
una mayor concentracion de fenoles, flavonoides y alcaloides totales en el extracto
de marzo, y una mayor concentracion de xantofilas en el extracto de febrero.. La
caracterizacion quimica de ambos extractos arrojo la presencia de acido palmitico
y linoleico, y se detectaron Vainillina, Acacetina, Crisina y Acido cafeico en el primer
extracto y Pinocembrina, Apigenina, Naringenina, Kaempferol y Quercetina en el
segundo. Con estos resultados se concluyd que la flor de Prosopis laevigata
presenta actividad inhibitoria sobre diferentes cepas microbianas, la cual varia

conforme a las condiciones ambientales de colecta.

Palabras clave: Flor de mezquite, Prosopis laevigata, Actividad antibacteriana,
Actividad antifungica.



Introduccioén

En el mundo existen cientos de géneros de especies microbianas que resultan
perjudiciales para el ser humano, la mayoria de ellos pertenecientes a los reinos
Monera y Fungi que se distinguen por su alta capacidad adaptativa a las condiciones
adversas del medio (Pérez, 2000). La resistencia y la capacidad de adaptacion de
estos organismos, por tanto, supone una seria dificultad en el tratamiento de

enfermedades infecciosas (Bezerra, 2014).

El siglo XX se caracterizo por la obtencién y utilizacion de diferentes productos que
permitian acabar de forma efectiva con las principales infecciones microbianas
(Mufoz et al., 2004). Sin embargo, el uso indiscriminado de estos medicamentos ha
traido no sélo problemas serios a la salud, como la aparicion de reacciones
alérgicas, toxicidad y resistencia, sino ademas, un efecto de aceleracion en la tasa
de mutaciones en las especies microbianas, debido a que se encuentran sometidas
a una constante presiéon de seleccidon (Vanaclocha y Canigueral, 2003). Estos
fenobmenos han tenido como consecuencia la pérdida de efectividad de los

antibioticos alopaticos y con ello, la busqueda de alternativas seguras y eficaces.

Un area de estudio que ha tenido un auge considerable en los ultimos afos es la
busqueda de sustancias producidas de forma natural para el combate de
infecciones, siendo los organismos vegetales los que mas interés han despertado
debido a que éstos producen una gran cantidad de compuestos que utilizan para su
defensa contra los ataques de organismos patégenos (Bermudez et al., 2005). Para
esto, un punto de partida ha sido la medicina tradicional, ya que el conocimiento que
ofrece, a pesar de ser empirico, es una excelente guia en la busqueda de

compuestos de interés.

EL uso de plantas para el tratamiento de enfermedades no es nuevo. La relacion
del hombre con los organismos vegetales es tan antigua como la misma humanidad
(Cortés, 2005), y esto se debe a que el hombre siempre ha encontrado en éstos una
amplia gama de beneficios, entre los que se destacan el alimenticio y el medicinal
(Cronquist, 1969), sin dejar de lado los recursos para construccion, maderables,



combustibles, instrumentos de trabajo, forrajes, estéticos, etcétera (Sarukhan,
1995).

Cuando se habla del uso medicinal de las plantas, se hace referencia a un enorme
sistema tradicional de tratamiento de todo tipo de enfermedades, desde infecciosas
hasta fisiologicas, pasando por tratamiento de traumatismos y padecimientos
nerviosos (Aguilar et al., 1994). Por esta razon, los productos naturales tales como
los extractos vegetales y los compuestos purificados, son fuente de oportunidades
ilimitadas para el descubrimiento de nuevos antimicrobianos, debido a la amplia

diversidad quimica que presentan las plantas (Sanchez, 2012).

México se caracteriza, debido a su alta diversidad bioldgica, por tener una gran
variedad de tratamientos de origen tradicional. En cada estado de la republica
existen cientos, sino es que miles de recetas que tienen como base el uso de la flora
y fauna para tratar una gran cantidad de males, siendo los mas socorridos aquellos
que estan relacionados con infecciones, ya sean fungicas o bacterianas. Una de las
regiones que tiene un interés especial por su alta diversidad biocultural es el Valle
de Tehuacan-Cuicatlan, que se asienta en el sureste del estado de Puebla y el
noreste de Oaxaca y es considerado, una de las zonas de mayor diversidad vegetal
y cultural de México, pues en un area relativamente pequefia (10000 Km?) coexisten
cerca de 3000 especies de plantas (casi 13,9% de ellas endémicas; Davila et al.,
2002). Este valle es considerado como un centro de megadiversidad y endemismo
a nivel mundial por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) y recientemente ha sido decretado como una Reserva de la Bidsfera
(Hernandez et al., 2005).

En contraste con la amplia informacién botanica del area, el conocimiento de las
relaciones que tienen los habitantes con los vegetales se encuentra aun en proceso
de construccion, teniendo como antecedentes recientes, por ejemplo, a Casas et al.
(2001), que identificaron un total de 810 especies de plantas vasculares utilizadas
por los habitantes y de las cuales, 159 tienen un marcado uso para el tratamiento
de diversas afecciones; Paredes (2001) identific6 280 especies Uutiles

pertenecientes a 203 géneros y 76 familias de plantas vasculares, de las cuales 90
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resultaron medicinales en el Valle de Zapotitlan de Salinas; Rosas (2003) identific
en la comunidad de San Rafael Coxcatlan un total de 366 especies pertenecientes
a 87 familias botanicas, y que, para la comunidad, se agrupan en mas de 19
categorias, destacando el uso para la alimentacion (muchos de estos recursos son
utilizados incluso en el comercio), la protecciéon y fomento de la salud y como
combustibles; por otro lado, Canales et al., en 2005, reporté en un estudio
etnobotanico 46 especies pertenecientes a 27 familias utilizadas en la misma
comunidad con uso terapéutico en 13 diferentes grupos de padecimientos, entre los
que destacan diferentes padecimientos de origen microbiano como enfermedades

gastrointestinales, respiratorias, urinarias y ginecoldgicas.

No obstante la utilidad de esos estudios, aun se requiere informacion sobre las
plantas utilizadas en esa region y especialmente en lo que se refiere a la importancia
relativa de las especies en la zona, asi como a la identificacién de patrones en
cuanto a la distribucion del conocimiento. La recopilacion, analisis y validacion de
esta informacion para la zona, tiene relevancia desde el punto de vista de la
etnobotanica aplicada, pues podra contribuir de manera significativa en la definicién
de estrategias para el aprovechamiento y manejo de sus recursos, tareas que son
prioritarias en una reserva de la Bidsfera como lo es el Valle de Tehuacan-Cuicatlan
(Lira et al., 2001).

Un género que ha sido utilizado en el tratamiento de diversas enfermedades es el
geénero Prosopis que en nuestro pais tiene como representantes a P. glandulosa, P.
velutina, P. strombulifera, P. pubescens, P. juliflora y P. laevigata, la cuales son
denominadas de forma genérica como mezquite (Ffolliot y Thames, 1983). Los
mezquites se distribuyen en las zonas aridas y semi-aridas del pais, abarcando el
centro-sur. Abundan especialmente en estados como Jalisco, Zacatecas y
Aguascalientes, donde son considerados el arbol oficial. Su distribucion se extiende
por todo el norte del pais y abarca hasta el sur de EE. UU., en Texas, el sudoeste
de Kansas, y del sudeste de California al sudoeste de Utah y el limite sur del desierto
de Sonora (Rzedowski, 1988).



Al hablar de la importancia ecoldgica de los mezquites, se tiene reportado que son
mejoradores del suelo ya que establecen asociaciones con bacterias fijadoras de
nitrégeno (Rhizobium), las cuales incrementan la fertilidad. Ademas, poseen raices
profundas que evitan la pérdida de suelo, disminuyendo asi la erosion. De esta
forma, las plantas de Prosopis sp. modifican el microambiente ya que disminuyen la
pérdida de agua e incrementan la materia organica del suelo, favoreciendo la
germinacién de las semillas, la sobrevivencia y el crecimiento de las plantas (Frias-
Hernandez et al., 2000).

Otro aspecto ecoldgico importante a considerar, es el hecho de que establecen
interacciones con otros organismos que habitan en la comunidad (Roldan, 2004),
reconociéndose que sus flores y frutos proveen alimento a algunos animales como
insectos (particularmente himendpteros) y mamiferos (principalmente a los ganados
equino, caprino y ovino) (Frias-Hernandez et al., 2000). Adicionalmente, su copa
puede proporcionar sitios de refugio y reproduccion para organismos diversos,

ademas de ser un organismo indicador de mantos freaticos (Rodriguez et al., 2014).

En relacion con el aspecto econdmico, los mezquites tienen gran importancia ya
que desde la época prehispanica sus hojas, raices, yemas y corteza han sido
utilizados para diversos fines (Mata, 2009; Flores, 2011), siendo los mas comunes
la obtencién de lefia, carbon, goma, materiales de construccién, alimento, forraje,
néctar para la apicultura y como planta medicinal (Rodriguez et al, 2014).
volviéndose de interés en el sector ganadero y alimentario, ya que se han reportado
importantes propiedades nutricionales, ademas de que el fruto suele ser de alta

palatividad para el ganado bovino, caprino y bovino (Tabosa et al., 2000).

Prosopis laevigata, es una especie endémica de México (Frias-Hernandez et al.,
2000) y corresponde al mezquite tipico del centro y sur del pais (Rzedowski, 1988).
En el poblado de San Rafael Coxcatlan, Puebla, el principal uso que se le da es

como lefia y madera para fabricar diversos articulos (Rosas, 2003).



Por otro lado, se ha reportado el aprovechamiento del género Prosopis en la
medicina tradicional de diversas regiones de América, destacando su eficiencia en
infecciones respiratorias, gastrointestinales y oculares mediante infusiones que son
ingeridas por el paciente o utilizadas para realizar lavados en las areas afectadas
(Corzo et al., 2009; Toursarkissian, 1980; Salinas et al., 2009). Para tal fin, se utilizan
hojas, trozos de corteza y ramas en las cocciones.
Ademas, se han reportado mieles monoflorales
producidas a partir del néctar de las flores de
especies de este género con altas capacidades
bactericidas (Maidana et al., 2008) y en 2016,
Castro reportd que las flores de la especie Prosopis
laevigata  presentan una alta  actividad

Inflorescencia de Prosopis
antibacteriana. laevigata

En este punto, se debe mencionar que la flor es la unidad estructural y funcional
que esta altamente especializada en la reproduccion sexual y es caracteristica de
las angiospermas. De forma técnica, se define a este 6rgano como “Brote de
crecimiento limitado, con nudos muy préximos unos de otros, que portan hojas
transformadas en piezas florales” (Cruz y Rosas, 2013). Los procesos basicos en
los que participa la flor son la polinizacion, la fecundacién y la formacién de semillas

y frutos maduros.

La flor tipica presenta cuatro zonas o verticilos, es decir, conjuntos de piezas

florales, que son:

a) Caliz. Es el verticilo mas externo, y se compone de estructuras denominadas
sépalos, los cuales son hojas modificadas, generalmente de color verde.

b) Corola. Se denomina asi al conjunto total de pétalos, que son hojas
modificadas que presentan una coloracion generalmente llamativa, diferente
a la de los sépalos.

c) Androceo. Es el conjunto total de estambres y se encarga de la formacion de

los gametofitos masculinos (granos de polen).


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwjxofCEwqrWAhULfiYKHZq2DL0QjRwIBw&url=http://www.guamanpoma.org/diagnostico/biodiversidadxdistritofin/biodiversidadpordistrito.htm&psig=AFQjCNGkQdWy6cvYkp4hFqDD_I8ivL76sw&ust=1505679123705923

d) Gineceo. Es el verticilo floral en donde se desarrollan los gametofitos
femeninos y se compone, de forma general por ovario, estilo y estigma. Sus
estructuras tienen la particularidad de favorecer la fecundacion por medio de

la captura de los granos de polen. (Cruz y Rosas, 2013).

Las flores se pueden encontrar en dos formas basicas: como flores solitarias, o
como conjuntos de flores estrechamente unidos. A estos ultimos se denominan
Inflorescencia. En el caso de Prosopis laevigata, presenta una inflorescencia de tipo
espiga, que se caracteriza por tener flores sésiles o sentadas, las cuales se forman
durante un periodo relativamente corto que inicia entre los meses de febrero y marzo

y termina entre abril y mayo (Cervantes y Concepcion, 2002).

La transicion de la fase vegetativa a la reproductiva es un proceso fundamental en
el ciclo de vida de una planta, ya que permite su multiplicacion. Depende de que la
planta llegue a un estadio adecuado para que el florecimiento se produzca en
condiciones favorables para la polinizaciéon y anticipando que las condiciones
ambientales sean las adecuadas para el desarrollo de las semillas (Marquez, 2013).
Este proceso implica, por lo tanto, la coordinacion entre la percepcion de diferentes
estimulos ambientales tales como la disponibilidad de agua, la longitud del dia, la

calidad luminica y la temperatura ambiental(Gamboa-de Buen et al., 2013 (1)).

De forma general, se puede decir que las plantas de zonas aridas presentan poca
respuesta al fotoperiodo, ya que son organismos que estan adaptados a resistir
altas radiaciones luminicas, por lo que sus procesos de florecimiento y fructificacion
dependen especialmente de la disponibilidad de agua o la humedad relativa del
ambiente (Gamboa-de Buen et al, 2013 (1)). Otro factor recientemente estudiado es
la concentracién de CO2 ambiental y se ha observado que en algunas especies
pertenecientes a la familia de las Rubiaceas, las Solanaceas y algunas
Leguminosas, especialmente del grupo de las Fabales, puede adelantar
ligeramente los procesos de diferenciacion y desarrollo floral. Debido a esto, se
puede inferir que la composicién quimica de las flores de momentos diferentes en
el afo, o sometidas a condiciones ambientales diferentes, presentarian diferencias

visibles en las moléculas que los conforman(Gamboa-de Buen et al., 3013 (2)).
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Antecedentes

¢ Ardoino reportd, en un estudio comparativo en 2006, la actividad in vitro del
extracto de hojas y corteza de Prosopis flexuosa sobre Brucella canis.

e Salinas y colaboradores reportaron, en un estudio comparativo realizado en
2009, la actividad antimicrobiana de extractos hexanicos y cetonicos de hojas
de Prosopis laevigata.

e Toursarkissian (1980), reporta el uso de Prosopis alba para aliviar problemas
gastrointestinales y como astringente.

e Corzo y colaboradores (2009), utilizaron extractos de las hojas de Prosopis
alba para identificar su actividad antimicrobiana contra diferentes cepas
bacterianas.

e Maidana et al. (2008), reportaron actividad antimicrobiana de mieles
monoflorales de Prosopis sp. en Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aureoginosa 'y Escherichia coli.

e Bussman et al., (2009), reportaron el uso tradicional de Prosopis pallida vy
comprobaron su efecto antimicrobiano utilizando un extracto alcohélico sobre
Staphylococcus aureus.

e Cunha reportdé en 2012, la actividad antifiUngica de los extractos etandlicos
de hojas y corteza de Prosopis juliflora sobre cepas de Candida albicans,
Candida guillermondiiy Candida tropicalis

e Bezerra (2014), reportd una alta actividad antimicrobiana del extracto de las
hojas de Prosopis juliflora contra varias cepas de Escherichia coli..

e Soares da Silva et al., (2015), reportaron la actividad antimicrobiana de
extractos etandlicos de hojas y corteza de Prosopis juliflora sobre cepas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Proteus mirabilis.

e Castro (2016), estudio las propiedades antibacterianas de la flor de Prosopis

laevigata en varias especies bacterianas.



Justificacion

Debido a que se ha reportado con anterioridad el uso de infusiones de mezquite
(Prosopis sp.) en el tratamiento de infecciones gastrointestinales y oculares, y dado
que la especie se desarrolla en zonas de condiciones ambientales cambiantes, se
buscé identificar las posibles diferencias en la efectividad del tratamiento con
extractos de flores de Prosopis laevigata (Humb. &Bonpl. Ex Willd) M.C. Jhonst
colectados en dos estaciones, determinando cual es la estacidbn que presenta

condiciones apropiadas para la produccion de compuestos antimicrobianos.
Problema.

¢ Variara la actividad antimicrobiana de los extractos de P. laevigata, obtenidos en
diferentes condiciones ambientales aunque la colecta sea realizada en la misma

zona?

Hipoétesis

Las plantas, al ser expuestas a diferentes tipos de estrés, producen compuestos
que les permiten mantener su homeostasis, por lo que los extractos obtenidos de

colectas realizadas en diferentes condiciones ambientales mostraran diferencias

significativas en cuanto su composicion y por tanto, su efecto antimicrobiano.
Objetivo general

Comparar el efecto antimicrobiano de dos extractos de Prosopis laevigata obtenidos

de plantas colectadas en dos estaciones.
Objetivos particulares

e Colectar flores de Prosopis laevigata en dos temporadas distintas.

¢ Obtener los extractos metandlicos del material obtenido en las colectas.

e Determinar cualitativamente el efecto antimicrobiano de los extractos.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion

Bactericida Minima (CBM) de los extractos.



Determinar la Concentracion Fungicida Minima (CFM) de los extractos en
hongos levaduriformes y en hongos filamentosos.

Evaluar la toxicidad por medio del ensayo en larvas nauplio de Artemia salina.
Cuantificar la Capacidad Antioxidante Media (CAso) de los extractos por el
método de reduccién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH).
Cuantificar la Concentracion de Fenoles Totales (CFT), la Concentracion de
Flavonoides Totales y la Concentracion de Alcaloides Totales por
espectrofotometria.

Cuantificar las xantofilas totales por medio de Espectrometria Liquida de Alta
Resolucién (HPLC).

Analizar la composicion de los extractos por medio de Espectrometria Liquida
de Alta Resolucion (HPLC), Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas y Cromatografia liquida de alta presién acoplada a

espectrometria de masas (HPLC-MS).
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Materiales y método
a) Colecta del material

Las colectas se realizaron durante los meses de febrero y marzo de 2015 en el
poblado de San Rafael, municipio de Coxcatlan, que se localiza al sureste de
Tehuacan, en el Valle de San Rafael Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12’ y 18°14’ de
latitud norte y 97°07’ y 97°09’ longitud oeste, con un rango de altitud de 957 a 1400

m snm.
Obtencion de los extractos metanolicos

Los extractos se obtuvieron por el método de maceracion (Dominguez, 1973). Para
tal fin, se pesaron las flores de las muestras, previamente separadas del resto del
material bioldgico y se colocaron en un matraz con metanol, para posteriormente
obtener el extracto metandlico crudo, que se filtré y destilé a presién reducida
utilizando un rotavapor. El rendimiento del extracto se determiné en relacion al peso

seco de las flores.

b) Pruebas biolégicas
Actividad antibactariana
- Evaluacion cualitativa

Se realizé mediante la técnica de difusion en agar de Kirby-Bauer, para lo cual, se
impregnaron sensidiscos con 2 mg del extracto a probar; como control positivo se

usaron sensidiscos impregnados con 25 ug de cloranfenicol.
-Evaluacién cuantitativa

Para la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y de la
Concentracion Bactericida Minima (CBM) se realizd la microtécnica de dilucion en
caldo, con un abanico de concentraciones del extracto metandlico. Las cajas se
inocularon con 50 ug de un cultivo bacteriano a una concentracién de 1X10°

UFC/mL y se incubaron por 24 horas.
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Actividad de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriano

Para evaluar la actividad de ambos extractos sobre la curva de crecimiento
bacteriano, se utilizé una cepa Gram negativa y una Gram positiva, monitoreandose
el crecimiento de éstas durante 24 horas al ser expuestas a diferentes
concentraciones de los extractos (1/2 CMI, CMI, CBM) y un grupo testigo (Muroi et
al., 1993).

Actividad antifungica
-Evaluacion cualitativa sobre hongos levaduriformes

Se realizé de acuerdo con el método de difusion en agar. Los sensidiscos se
impregnaron con 4 mg del extracto metandlico; para el control positivo se utilizaron

sensidiscos impregnados con 25 pg de Nistatina.
-Evaluacion cualitativa de hongos filamentosos

Se realizd por medio de la técnica de inhibicién del crecimiento radial usando una
concentracion de 4mg Por disco del extracto metandlico y como control positivo

Ketoconazol a una concentracion de 7 ug por sensidisco.
-Evaluacién cuantitativa

Para la determinacién de la Concentracién Fungicida Media (CFso) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) se realizé6 el método de inhibicién del

crecimiento radial reportada por Wang y Bun, 2002.
-Toxicidad general

Se realiz6 el ensayo de toxicidad general mediante el modelo de Artemia salina.
Para tal fin, se emplearon larvas nauplio para evaluar la toxicidad de los compuestos
de los extractos. Se colocaron 10 larvas por tubo vial para exponerlas a los
compuestos presentes en los extractos y a un control positivo de acido galico a tres
concentraciones (10, 100 y 1000 ppm) para dejarlas durante 24 horas. La letalidad

de los extractos se calcul6 con la siguiente formula:
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%letalidad= (IM/IV)*100
Doénde: IM= Individuos muertos; IV= Individuos vivos.

A partir de los datos obtenidos se elabor6 una curva patrén y calculé la

concentracion letal media (CLso) con el modelo de la curva.
c) Pruebas quimicas
Actividad antioxidante del extracto

Se determiné por el método de reduccion del radical 2,2-difenil-1picrilhidracil
(DPPH). Se cuantifico la Concentracion Antioxidante Media (CAso), utilizando las
concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ug/mL.
Como control positivo se utilizd catequina a las mismas concentraciones que el
compuesto problema. Como blanco se usaron pozos con 200 ug de metanol grado
HPLC.

Fenoles Totales

La Concentracién de Fenoles Totales (CFT) se cuantificd por espectrofotometria
con base en una reaccion colorimétrica redox por el método modificado de Singleton
et al., 1999. Se realizdé una curva de calibraciéon con acido galico en una solucion
estandar de 200ug/mL. A partir de esta solucion se tomaron alicuotas
correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de acido galico
(0.0625, 0.125, 0.5 y 1 mg/mL).

Flavonoides Totales

Se determind por medio del método de Dowd, empleando una solucion de AICI3 al
2%. Se realiz6 una curva de quercetina a diferentes concentraciones (1-10 Opg/mL).
Se determind la absorbancia a 415 nm, y los resultados se expresaron como ug

equivalentes de quercetina por gramo de extracto de flor de mezquite (ug eQ/qg).
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Alcaloides Totales

Se determin6 por medio de la técnica de Shamsa et al. (2008), utilizando para ello,
verde de bromocresol. Se realiz6 una curva patron con atropina a diferentes
concentraciones (0.02-0.1 mg/mL). Se determiné la absorbancia a 470 nm vy los
resultados se expresaron como mg equivalentes de atropina por gramo de mezquite

(mg eA/g).
Cuantificacion de xantofilas totales por espectrometria

Se realiz6 para la cuantificacion de la proporcion de xantofilas totales en pigmentos.
La técnica se basa en la saponificacion de los pigmentos en una disolucién
extractora HEAT (hexano: etanol: acetona: tolueno (10:6:7:7)) y se determind la
absorbancia de la epifase a 474 nm. El resultado se expresd en gramos de xantofilas

por kilogramos de muestra (gXT/KgM).
Perfil de xantofilas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

Este método se utilizé para la identificacién de xantofilas totales en los extractos, y
la separacion se basd en la migracion diferencial debida a la polaridad de la
molécula y la deteccidn por absrobancia de la molécula. Para tal fin, se empled una
columna Allsphere ODS-1 u leght 250x4.6 mm y con tamano de particula de 5 um,
corriendo la muestra con dos fases: Fase A (Acetronilo: Metanol: Tris-HCI 0.1 M pH
8 (72:8:3); y Fase B (Metanol: Hexano (40:10), en un tiempo de 15 minutos de flujo
detector (Apéndice 14).

Caracterizacidon quimica de los extractos.

La composicion quimica de los extractos se estudié mediante una Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS por sus siglas en inglés)
(Apéndice 14), una Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC por sus siglas
en inglés) (Apéndice 15) y una Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada

a una Espectrometria de Masas (HPLC-MS por sus siglas en inglés) (Apéndice 16).
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Resultados
a) Colecta del material

El material se colecté en el municipio de Coxcatlan, Puebla, en dos meses
diferentes: la primera colecta se realiz6é en febrero y la segunda en marzo del afio
2015

Obtencion de los extractos metandlicos

Los rendimientos de los extractos obtenidos fueron de 18.95% para la primera

colecta y de 22.93% para la segunda.
b) Pruebas biolégicas

Actividad antibactariana

- Evaluacioén cualitativa

Se obtuvieron los halos de inhibicion, que presentaron los extractos de las flores de
Prosopis laevigata al interaccionar con diferentes bacterias Gram positivas y Gram

negativas y que se muestran en el cuadro 1y la figura 1.

Cuadro 1. Actividad antibacteriana de los extractos de P. laevigata.

Colecta de Colecta de
Cloranfenicol
CEPA febrero marzo
(mm)
(mm)* (mm)
1 23.66 +0.58
Streptococcus mutans ATCC35668 33.00 +1.00 IND
27.00 + 0.00**
2 23.33 +0.58
Streptococcus mutans CDBB-B-1455 30.00 +1.00 7.33 +0.58
26.33 +0.58**
3 17.00 +1.00
Staphylococcus aureus ATCC 12398 18.66 +1.52 13.00 + 0.00
20.00 + 0.00**
4 Staphylococcus aureus ATCC 25923 19.66 +0.57 7.00 +0.00 15.00 +2.00
5 Staphylococcus aureus ATCC 33592 22.66 +1.52 17.00 + 0.00 21.33 +0.58
6 Staphylococcus aureus 85S 19.66 + 1.52 10.00 + 0.00 18.33 +1.154
7 Staphylococcus epidermidis caso clinico 29.00 + 0.00 IND 7.33 +0.58
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25.00 +1.00**

8 Staphylococcus epidermidis ATCC12228 25.33 +1.52 IND 19.66 +1.53
° Enteroccocus faecalis CDBB-B-1533 27.33+1.52 | 10.2+0.44 19:33 21154
22.5 +3.54**
10 Enterococcus faecalis ATCC 29212 27.66 +1.52 IND 18.66 +0.58
26.00 +2.00**
11 Actinomyces viscosus WFCC 449 24.44 +1.15 IND 20.33 +0.58
12 | Pseudomonas aureoginosa CDBB-B-999 21.33 +0.57 14.00 +1.00 19.66 +0.58
13 Pantoea agglomerans CDBB-B-959 20.00 +1.00 IND 17.66 +1.154
14 Enterobacter aerogenes CBB-B-958 23.00 +1.73 IND 7.00 + 0.00
15 Enterobacter coloacae 23.00 + 0.00 IND 18.00 + 0.00
16 Enterobacter aerogenes 20.33 +0.58 IND 21.00 +1.00
Y Escherichia coli, caso clinico 1 20.00 + 0.00 | 5.00+0.00 10-66 20,58
13.00 +3.46**
18 Escherichia coli, caso clinico 2 24 +3.46 18.33 +2.88 12.66 +1.154
19 Escherichia coli 28-MR 24.66 +0.58 IND 10.66 +5.13
20 Shigella flexneri 21.00 +1.00 IND 12.00 + 0.00
21 Proteus mirabilis, caso clinico 7.00 + 0.00 5.00 + 0.00 7.00 + 0.00
22 Vibrio cholera, caso clinico 24.66 +0.58 8.20 +0.44 27.00 +2.65
23 Salmonella typhimurum 9.00 + 0.00 6.20 +0.44 11.66 +0.58
24 Vibrio cholera CDBB-1159 31.00 +1.00 8.20 +0.44 8.66 +0.58
25 Enterobacter aecrogenes CDBB-B-968 16.66 +0.58 6.00 + 0.00 14.00 +1.00
26 Salmonella typhi CDBB-B-1111 26.33 +2.52 6.00 + 0.00 20.33 +1.154

IND= indeterminado. Sensidiscos con los extractos de P. laevigata con una concentracion de

2mg/mL. *Datos obtenidos de Castro, 2016. **Doble halo; el valor mas grande indica una disminucién

en la densidad del cultivo después de 24 horas de haberse colocado los sensidiscos.
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En el cuadro 1 y la figura 1 se observa que el cloranfenicol tuvo halos de mayor
tamano que ambos extractos. Sin embargo, se observa una gran diferencia entre
los dos extractos, observandose una actividad inhibitoria mayor del extracto de

marzo en casi todos los casos.

Para refinar mejor la vision sobre la actividad de los extractos, se agruparon las
bacterias por tipo (es decir, por Gram positivas y Gram negativas) y se compararon
los promedios de los grupos para observar mejor la actividad inhibitoria de ambos

extractos. El resultado de esto se observa en la figura 2.

Comparacion cualitativa de los extractos sobre
bacterias

25

20

inhibicion

Gram positivas Gram negativas

Promedios de didmetro de halos de

Colecta de febrero*  ® Colecta de marzo

Figura 2. Comparacion cualitativa de los extractos sobre bacterias por tipo bacteriano. *Datos
obtenidos de Castro, 2016.

En la figura 2 se observan dos fendmenos: el primero de ellos es que ambos
extractos presentan claras diferencias en su actividad inhibitoria frente a los dos
grupos de cepas, siendo con las bacterias Gram positivas con las que se obtuvo
una mayor actividad; el segundo fendmeno observable es que en ambos grupos, el
extracto de las flores colectadas en marzo presenté una mayor actividad promedio

sobre las cepas bacterianas.

18



Figura 3. Halos de inhibicién del extracto de la colecta de febrero (sensidiscos amarillos) y el

control positivo Cloramfenicol (sensidiscos blanco) en diferentes cepas bacterianas. (fotografias
obtenidas de Castro, 2016).

Figura 4. Halos de inhibicién obtenidos con el extracto de la colecta de marzo; E= extracto y +=

sendiscos con cloranfenicol.

-Evaluacion cuantitativa

Una vez identificada la actividad de inhibicidn bacteriana de ambos extractos, se

procedidé a obtener la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién

Minima Bactericida. Los resultados de la prueba se observan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. CMI y CBM de ambos extractos.

CMI CBM CMI CBM
Colecta de Colecta de Colecta de Colecta de
Cepa
febrero febrero marzo marzo
(mg/mL)* (mg/mL)* (mg/mL) (mg/mL)
Streptococcus mutans ATCC35668 IND IND 2.0 4.0
Streptococcus mutans CDBB-B-1455 IND IND IND IND
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Staphylococcus aureus ATCC 12398 25 5.0 1.0 2.0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 5.0 2.0 4.0
Staphylococcus aureus ATCC 33592 0.312 0.624 2.0 4.0
Staphylococcus aureus 85S 0.312 0.624 4.0 8.0
Staphylococcus epidermidis caso clinico IND IND 0.5 1.0
Staphylococcus epidermidis
ATCC12228 IND IND 0.5 1.0
Enteroccocus faecalis CDBB-B-1533 IND IND 2.0 4.0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 IND IND 4.0 8.0
Actinomyces viscosus WFCC 449 IND IND 2.0 4.0
Pseudomonas aeruoginosa CDBB-B-
999 0.312 0.624 0.125 0.25
Pantoea agglomerans CDBB-B-959 IND IND 4.0 8.0
Enterobacter aecrogenes CBB-B-958 5.0 10.0 >8.0 >>8.0
Enterobacter cloacae 0.312 0.624 4.0 8.0
Enterobacter aerogenes IND IND >8.0 >>8.0
Escherichia coli, caso clinico 1 0.312 0.624 4.0 8.0
Escherichia coli, caso clinico 2 0.312 0.624 2.0 4.0
Escherichia coli 28-MR IND IND 4.0 8.0
Shigella flexneri IND IND 4.0 8.0
Proteus mirabilis, caso clinico 2.5 5.0 >8.0 >>8.0
Vibrio cholerae, caso clinico 0.312 0.624 4.0 8.0
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Salmonella typhimurum 10.0 20.0 >8.0 >>8.0

Vibrio cholerae CDBB-1159 0.625 1.25 0.0625 0.125
Enterobacter aecrogenes CDBB-B-968 2.5 5.0 2.0 4.0
Salmonella typhi CDBB-B-1111 1.25 25 1.0 2.0

IND= indeterminado. *Datos obtenidos de Castro, 2016

Se observdé un cambio evidente en las CMI's y CMB’s de los extractos, siendo
necesaria una concentracion menor del extracto de febrero para la inhibicion
bacteriana. Solamente algunas bacterias Gram Negativas, como Vibrio cholerae
CDBB-1159, Enterobacter aerogenes CDBB-B-968 y Salmonella typhi CDBB-B-

1111 presentaron valores mas bajos al ser expuestas al extracto de marzo.
Actividad del extracto metandlico sobre la curva de crecimiento bacteriano

La siguiente prueba realizada fue analizar la actividad de los extractos en la curva
de crecimiento bacteriano. Para ello, se seleccionaron dos cepas, una Gram positiva
(Staphylococcus aureus ATCC 12398) y una Gram negativa (Vibrio cholerae CDBB-
1159). Para la prueba, se utilizaron tres concentraciones (1/2 CMI, CMl y CBM). Los

resultados se graficaron en las figuras 4, 5,6y 7.
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Staphylococcus aureus
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Log. Numero de sobrevivientes ( UFC/mL)

Tiempo (horas)

Figura 5. Actividad del extracto metandlico de la colecta de febrero sobre la curva de crecimiento de
Staphylococcus aureus ATCC 33592. (Datos obtenidos de Castro, 2016). 1/2 CMI= 0.156 mg/mL;
CMI=0.312 mg/mL; CBM= 0.624 mg/mL.
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Figura 6. Actividad del extracto metandlico de marzo sobre la curva de crecimiento bacteriano en
Staphylococcus aureus ATCC 33592. %2 MIC= 1 mg/mL; MIC= 2mg/mL; CBM= 4 mg/mL.
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Figura 7. Actividad del extracto metandlico de la colecta de febrero sobre la curva de crecimiento de
Vibrio cholerae CDBB-B1159 (Datos obtenidos de Castro, 2016). 2 CMI= 0.312 mg/mL;CMI=0.625
mg/mL; CBM= 1.25 mg/mL.
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Figura 8. Actividad del extracto metandlico de la colecta de marzo sobre la curva de crecimiento de
Vibrio cholerae CDBB-B1159. 72 MIC= 0.0312 mg/mL; MIC= 0.0625 mg/mL; CBM= 0.125 mg/mL.
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El extracto de febrero presenta un efecto bactericida desde los primeros tiempos al
utilizar las concentraciones de CMI, y CBM, y en el caso de la concentracion de
media CMI sobre Vibrio cholerae CDBB-B1159, también ésta resulta efectiva desde
el tiempo 1; con respecto a Staphylococcus aureus ATCC 33592, la media CMI
resulta solamente bacteriostatica, ya que la curva presenta una subida en el tiempo
5.

El extracto de marzo, en cambio, tiene un efecto claramente distinto, ya que se
observa que, al utilizarse sobre Staphylococcus aureus ATCC 33592, todas las
concentraciones utilizadas tienen un comportamiento bacteriostatico, con la posible
excepcion de CMI, con la cual, en los ultimos tiempos, se presentd un
comportamiento a la baja en la poblacién bacteriana. En cambio, con la cepa Vibrio
cholerae CDBB-B1159, se observo un efecto bactericida a partir de las doce horas

del experimento.
Actividad antifangica
-Evaluacion cualitativa de hongos levaduriformes

Se obtuvieron los halos de inhibicion de ambos extractos sobre hongos
levaduriformes utilizando para el experimento una concentracion de 4 mg/mL, y
teniendo como control positivo una concentracion de 25 ug de nistatina. Los

resultados de esta prueba se observan en el Cuadro 3 y en la figura 7.

Cuadro 3. Halos de inhibicién en levaduras utilizando una concentracion de 4mg/mL de extracto

Extracto de Extracto de
CEPA Control (mm)
febrero (mm) | marzo (mm)
1 Candida albicans, caso clinico 12.00 +1.10 10.00 +3.11 10.66 +0.57
2 Candida albicans ATCC 14065 11.50 +1.38 8.33+3.23 9.33 +0.57
3 Candida albicans CDBB-L-1003 10.83 +2.48 8.66 +3.25 8.33+1.15
4 Candida tropicalis donada por el Hospital los Angeles 13.16 +1.33 11.00 +3.29 11.33 +0.58
5 Candida tropicalis CDBB-L-1098 14.83 +1.17 12.66 +3.48 14.00 + 0.00
6 Candida tropicalis 12.50 +1.87 12.33 +3.72 12.66 +0.58
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7 Candida glabrata donada por el Hospital los Angeles 12.16 +1.72 11.00 +4.02 12 +0.00
8 Criptococcus neoformans Donada por el Laboratorio de

Micologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina 17.33+5.24 21.33+0.5 19.00 +1.00

UNAM

9 Candida albicans ATCC1023 13+2.36 9.33+0.49 10.33 +0.58
10 Candida albicans caso clinico 12.83 +1.33 10+0.44 10+ 0.00
11 Candida glabrata CBS 138 13.83 +1.60 9.66 +0.51 10+ 0.00
12 Candida glabrata, caso clinico 12.66 +0.82 9.66 +0.57 10.33 +0.58

Inhibicion de Hongos Levaduriformes
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Figura 9. Inhibicién de hongos levaduriformes. Los numeros se corresponden con el numero de la

cepa encontrado en el cuadro 3.

En la mayoria de las cepas, se observa que ambos extractos tienen una actividad

ligeramente menor que la obtenida con la Nistatina. Sin embargo, entre ellos, se

observa que, en casi todos los casos, hay una diferencia significativa en la actividad

de ambos, siendo el extracto de marzo el que presenta una mayor capacidad

inhibitoria, con excepcién de Candida albicans CDBB-L-1003 y de Criptococcus

neoformans, cepas en las que se observa una mayor inhibicién con el extracto de

febrero.
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Figura 10 Ejemplo de halos de inhibicion de crecimiento de hongos levaduriformes obtenidos con

el extracto de la colecta de febrero. E= Extracto; += nistatina.

Figura 11. Ejemplo de halos de inhibicion de crecimiento de hongos levaduriformes obtenidos con

el extracto de la colecta de marzo. E= Extracto; +=nistatina

- Evaluacion cuantitativa del efecto de los extractos en hongos levaduriformes

Una vez realizada la prueba cualitativa, se procedié a realizar la evaluacion
cuantitativa de los extractos sobre tres cepas de hongos levaduriformes, los cuales
fueron Candida albicans ATCC 32354, Candida glabrata CDBB-L-1536 y Candida

tropicalis CDBB-L-1098. Los resultados se observan en el cuadro 4.
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Cuadro 4. CFso y CFM de los extractos sobre 3 cepas de Candida.

Colecta de Colecta de
Cepa febrero marzo
CFso | CFM | CFso | CFM
Candida albicans ATCC 32354 1.25 2.5 1.25 10
Candida glabrata CDBB-L-1536 | 0.3125| 2.5 2.5 10
Candida tropicalis CDBB-L-1098 | 0.3125 | 0.625 | 0.625 10

Las concentracioes estan expresadas en mg/mL.

Como se observa en el Cuadro 4, existen diferencias notables en la actividad de los
dos extractos sobre las cepas utilizadas, teniendo concentraciones menores de

CFs0y de CFM con el extracto de febrero.

Figura 12. Evaluacion cuantitativa de la inhibiciéon del extracto de la colecta de febrero en hongos
levaduriformes. T=Testigo; 1=0.156 mg/mL; 2= 0.312 mg/mL; 3=0.625 mg/mL; 4=1.25 mg/mL;
5=2.5 mg/mL; 6=5 mg/mL; 7=10 mg/mL.
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Figura 13. Evaluacion cuantitativa de la inhibicion del extracto de la colecta de marzo en hongos
levaduriformes. T=Testigo; 1=0.156 mg/mL; 2= 0.312 mg/mL; 3=0.625 mg/mL; 4=1.25 mg/mL;
5=2.5 mg/mL; 6=5 mg/mL; 7=10 mg/mL.

-Evaluacion cualitativa de hongos filamentosos

La siguiente prueba realizada fue la evaluacion cualitativa de los extractos sobre el
crecimiento radial de diferentes cepas de hongos filamentosos. Los resultados de

este experimento se observan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Actividad de inhibicién del crecimiento radial de hongos filamentosos de los dos extractos.

++=Actividad alta; += Actividad media; /= Sin actividad.

ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

Cepa Colecta febrero Colecta marzo
Fusarium sporotrichioides ATCC NRLL3299 ++ +
Fusarium moniliforme CDBB-H-265 ++ ++
Trichophyton mentagrophytes CDBB-H1112 ++ ++
Aspergillus sp. donada por el Laboratorio de

Microbiologia de la UBIPRO ' *
Aspergillus niger CDBB-H-179 + +
Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306 + ++
Fusarium sp. raiz de gerbera / /
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Fusarium subglutinas

++

++

Fusarium oxysporum

Figura 14. Ejemplo de inhibicién del crecimiento radial del micelio de hongos filamentosos con el

extracto de la colecta de febrero

Figura 15. Ejemplo de inhibicion del crecimiento radial del micelio de hongos filamentosos con el

extracto de la colecta de marzo

De forma general se observa que los dos extractos presentan, cualitativamente

hablando, actividades similares sobre el crecimiento de las cepas utilizadas en esta

prueba.

Evaluacion cuantitativa del efecto de los extractos en hongos filamentosos

Una vez obtenidos los resultados de la prueba cualitativa, se procedié a evaluar

cuantitativamente los extractos sobre 5 cepas de hongos filamentosos. Los

resultados se encuentran en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial sobre hongos filamentosos del extracto de

febrero.
Concentracidn Fusarium Fusarium Trichophyton Aspergillus | Rhizoctonia
sporotrichioides | moniliforme | mentagrophytes niger lilacina
ATCC CDBB-H- CDBB-H1112 CDBB-H- CDBB-H-
NRLL3299 (%) 265 (%) (%) 179 (%) 306 (%)
0.5 53.33 33.33 48.89 40 0
1 53.33 40 84.44 40 33.33
2 46.67 40 80 42.22 33.33
4 44.44 44.44 86.67 46.67 37.78
6 44.44 46.67 91.11 46.67 40
8 42.22 51.11 93.33 46.67 40

Cuadro 7. Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial sobre hongos filamentosos del extracto de

marzo.
Concentracion Fusarium Fusarium Trichophyton Aspergillus | Rhizoctonia
sporotrichioides | moniliforme | mentagrophytes niger lilacina
ATCC CDBB-H- CDBB-H1112 CDBB-H- CDBB-H-
NRLL3299 (%) 265 (%) (%) 179 (%) 306 (%)
0.5 33.33 42.22 73.33 37.78 33.33
1 51.11 46.67 75.56 42.22 37.78
2 48.89 46.67 82.22 48.89 40
4 46.67 48.89 82.22 53.33 44.44
6 53.33 53.33 82.22 53.33 46.67
8 57.78 53.33 86.67 55.56 44.44

Se observa en ambos cuadros (7 y 8) una actividad similar entre los dos extractos.
Sin embargo, es notorio, de forma general, que el extracto de febrero presenta una
actividad ligeramente mayor sobre las cepas de Fusarium sporotrichoides, Fusarium

moniliforme y Rhizoctonia ilacina.
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Con los datos anteriores, se realizaron graficas para cada uno de los hongos
filamentosos y los extractos utilizados, con la finalidad de calcular la CFso (Apéndice
6). Las concentraciones calculadas se colocaron en el cuadro 8. Se observa una
mayor efectividad de inhibicion en las especies de Fusarium (F. sporotrichioides
ATCC NRLL3299 y F. moniliforme CDBB-H-265), en tanto que el extracto de marzo
tuvo mayor efectividad sobre Trichophyton metagrophytes CDBB-H1112,
Aspergillus niger CDBB-H-179 y Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306.

Cuadro 8. CFso Calculadas para ambos extractos sobre las cepas utilizadas en el ensayo

Cepa Extracto de febrero Extracto de marzo
(mg/mL) (mg/mL)
Fusarium
sporotrichioides ATCC 4.28 5.00
NRLL3299
Fusarium moniliforme
5.17 5.29
CDBB-H-265
Trichophyton
metagrophytes CDBB- 0.55 0.28
H1112
Aspergillus niger CDBB-
perg J 6.94 4.98
H-179
Rhizoctonia lilacina
8.41 7.36
CDBB-H-306

. Los datos estan reportados en mg/mL.
Toxicidad general

La siguiente prueba realizada a los extractos fue identificar el grado de toxicidad
general de cada uno de ellos. Para esto, se realizaron las pruebas con el método

de toxicidad general utilizando larvas nauplio de Artemia salina.
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Cuadro 9. Toxicidad de los extractos.

% de letalidad

% de letalidad

Grupo colecta de colecta de
febrero* marzo
Concentracion 1000 ppm 100 90
Concentracion 100 ppm 96 70
Concentracion 10 ppm 90 50

* Los datos de la colecta de Febrero fueron obtenidos de Castro, 2016

Figura 16. Ensayo de letalidad del extracto de la colecta de febrero (Obtenido de Castro, 2016)
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Figura 17. Tratamientos utilizados para la determinacion de la toxicidad del extracto de la colecta
de marzo. De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: tratamiento de 1000, 100 y 10 partes por
millén del extracto; 10, 100 y 1000 partes por millén de acido galico (Control positivo); 1000 partes

por millén de etanol (solvente utilizado dentro del experimento) y solucién salina (Control negativo).
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Como se observa en el cuadro 9, el extracto de febrero presenta una toxicidad mas
alta que el extracto de marzo sobre las larvas de Artemia salina.

c) Pruebas quimicas
Capacidad antioxidante del extracto

Los resultados de la prueba de la capacidad de los dos extractos se encuentran
registrados en el cuadro 10. Se observa que ambos extractos, de acuerdo al criterio
de Al-Fatimi y colaboradores (2007), presentan una capacidad antioxidante muy

baja.

Cuadro 10. Capacidad antioxidante de ambos extractos

Colecta Febrero* Colecta Marzo

CAso 591.38 pg/mL 907.67 pg/mL

* Los datos de la colecta de Febrero fueron obtenidos de Castro, 2016
Composicion quimica de los extractos.
a) Pruebas cualitativas

Para comenzar con la identificacion de compuestos presentes en ambos extractos,
se procedidé, en un primer momento, a realizar pruebas cualitativas para la
identificacion de la presencia de fenoles, flavonoides y alcaloides. Los resultados se

plasmaron en el cuadro 11.
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Cuadro 11. Resultados de las pruebas colorimétricas aplicadas a los extractos

Resultado
Prueba Colecta de | Colecta de
febrero* marzo
Fenoles + ++
Flavonoides + +
Dragendorff (Alcaloides) - -
Meyer (Alcaloides) + +

++=Alta presencia; +=Mediana presencia; y -=Ausencia.* Los datos de la colecta de Febrero fueron
obtenidos de Castro, 2016

b) Cuantificacion de fenoles, flavonoides y alcaloides totales

Después de haberse identificado la presencia de fenoles, flavonoides y alcaloides,
se procedio a la cuantificacion de estos compuestos. Los resultados se plasmaron

en el cuadro 12.

Cuadro 12. Cuantificacion de fenoles, flavonoides y alcaloides.

Extracto Fenoles* Flavonoides* Alcaloides

(mg e AG/g) (mg(e Q)/g) (mg e Alg)
Colecta Febrero 61.00 0.364 66.96666667
Colecta Marzo 488.00 23.2 67.39166667

e AG/gr= equivalentes de acido gélico por gramo de extracto; e Q/gr= Equivalentes de quercetina
por gramo de extracto; e A/gr= Equivalentes de atropina por gramo de extracto.* Los datos de la

colecta de Febrero de fenoles y flavonoides fueron obtenidos de Castro, 2016

Como se observa, hay un incremento importante en las concentraciones de fenoles
y flavonoides, en tanto que la concentracion de alcaloides tiende a ser similar entre

ambos extractos.
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c) Cuantificacién de xantofilas

Se procedié a realizar la cuantificacién de xantofilas, obteniendo como resultado la
presencia de estos compuestos, aunque entre los dos extractos se observa una
diferencia muy clara en cuanto a la concentracion de pigmentos, teniendo una
disminucién de cerca del 50% entre la colecta de febrero y la de marzo, tal y como

se ve en el cuadro 13.

Cuadro 13. Cuantificacion de xantofilas totales

Colecta febrero* Colecta marzo

Xantofilas totales (g/Kg) 0.18 0.093

. Se encuentran reportadas en gramos de xantofilas por kilogramo de muestra (g/kg). *Los datos de

la colecta de febrero fueron obtenidos de Castro, 2016.

d) Identificacion de xantofilas por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC)

De acuerdo con los resultados de ambos cromatogramas, si existe la presencia de

pigmentos en los extractos de P. laevigata.
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DAD1 A Sig=4744 Ref=ff (D\CHEVBAN\DATAFARVABALICIA012D)
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Figura 18. Cromatograma para la identificacion de pigmentos del extracto de la colecta de febrero
(obtenido de Castro, 2016)

De acuerdo con el cromatograma obtenido, se logré identificar la presencia de
diferentes pigmentos, siendo el pico mas alto en el extracto de febrero el
correspondiente a la luteina, de acuerdo con la biblioteca del dispositivo de HPLC

de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de FES Iztacala.
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Cuadro 14. Espectro UV con el pico maximo de absorcion de pigmentos de P. laevigata para la

colecta de marzo.

Tiempo de UV A max (nm) Espectro Tipo de
retencién compuesto
5.051 448, 476 Luteina

La determinacion se hizo con base en el estandar de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
(UBIPRO) de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Datos obtenidos de Castro, 2016.

En el extracto de marzo se obtuvo un cromatograma ligeramente diferente, en el
que se obtuvo, como en el caso del extracto de febrero, el pico mas alto como el
correspondiente a la luteina, de acuerdo con la base de datos anteriormente
mencionada. El cromatograma se encuentra en la figura 19 y los datos obtenidos

fueron plasmados en el cuadro 15.

DAD1 A Sig=474,4 Ref=off (D\CHEVBA\DATAFARVA2016\URIEL-001.D)

Figura 19. Cromatograma del analisis HPLC de pigmentos de P. laevigata realizado con la muestra

de la colecta de marzo
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Cuadro 15. Espectro UV con el pico maximo de absorcién de pigmentos de P. laevigata para la

colecta de marzo.

Tiempo de UV A max (nm) Espectro Tipo de
retencién compuesto
4.062 448, 474 I Luteina

La determinacién se hizo con base en el estandar de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
(UBIPRO) de la Facultad de Estudios Superiores |ztacala

e) Caracterizacion quimica de los extractos.

Después de evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de P. laevigata, se
procedié a realizar el analisis quimico de éstos, con la finalidad de identificar los
posibles compuestos involucrados en dichas actividades. El analisis se realizo,

como se menciono antes, por medio de HPLC, GC-MS y HPLC-MS.
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

A continuacién, se presentan los cromatogramas correspondientes a los dos
extractos (figuras 20 y 21) y los grupos a los que pertenecen las moléculas

identificadas a partir del tiempo de retencién y el espectro de UV (Cuadros 16 y 17).
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Figura 20. Cromatograma del analisis de HPLC del extracto metandlico de la colecta de febrero
(obtenido de Castro, 2016)

Cabe resaltar que tanto los compuestos del extracto de febrero fueron identificados
con estos dos datos, y no se pudieron determinar los compuestos mas que a nivel
de la familia quimica a la que pertenecen al no tener coincidencias con la base de

datos del equipo utilizado.

Cuadro 16. Espectros de UV con los picos maximos de absorcion del extracto de la colecta de

febrero.
Tiempo de UV A max (nm) Espectro Tipo de
retencion compuesto
(min)

2441 270, 332 wy Flavona
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3.267

3.661

5.334

6.787

7.381

9.527

258, 266, 348

254, 268, 354

268, 326

224,242, 320

218, 264, 322

212, 288

DAD1, 3.267 (552 mAU Apx) of ESLI-009.0 Flavonol

Isoflavona

DADT, 3.667 (308 mAU, -] of ESLI008.0

Isoflavona

[

mAU
80
60
40
20
o
T T T T T T T T T
200 220 240" 260 280 sbo 320 a0 360 380 el

Acido fénolico

Dihidrochalcona

DADT, 7.381 (516 mAU, -) of ESLI008.0

Flavanonol
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10.147 214, 316 Fenil propanoide

200 220 2do 260 280 300 330 340’ 360 380 =

14.214 210, 242, 268 Fenil propanoide

14.901 230, 278 - Fenil propanoide

Obtenidos de Castro, 2016.

La siguiente figura se corresponde con el cromatograma del extracto de marzo, el

cual presenta algunas similitudes con el cromatograma de febrero.

DAD1 C, Sig=280,4 Ref=off (D:\CHEM32\1\DATA\FARMA2016\URIEL-004.D)

i
%07 0

250

]

R

10.693
12.708
15.485

Figura 21. Cromatograma del andlisis de HPLC del extracto metandlico de la colecta de marzo.
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El cuadro 17 presenta los picos y tiempos de retencién obtenidos por el dispositivo.
Sin embargo, como en el caso anterior, estos datos no coincidieron con los de la
biblioteca de la UBIPRO, por lo que se identificé el grupo quimico por medio de los

espectros UV decritos en Harborne, 1994.
Cuadro 17. Espectros de UV con los picos maximos de absorcién del extracto de la colecta de marzo

Tiempo UV A max (nm) Espectro Tipo de compuesto
de

retencion

2.346 256, 270, 330 \w Isoflavona
3.139 254, 266, 290, 346 k¥/\ Flavona

&

4.546 224, 270, 324 L\ Flavanona

5279 224,240,272,322 |u T 3-
:\\/\ Antraquinona

5.752 222,264,272 Antraquinona

Lo & 8 8

sssss
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8.766 206,220,258,272

Zl\/\
]
o]
0 T T T T T T T T T
P P A P N "N N YR N YR
10.692 208,260,326,358 Hidroxicoumarina
- | | | L
A
o
o
¥
¥
‘[\J\/\
]
¥

Fenantreno

12.706 208,220,270 Rotenoide

15.486 208,220,260,352,360 Flavonol




Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)

Extracto de la colecta de febrero

La figura 22 y el cuadro 18 muestran los resultados obtenidos por GC-MS del

extracto de la colecta de febrero.

TIC: ALICIA-003 Dhdata.ms
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Figura 22. Cromatograma del extracto de la colecta de febrero. Obtenido de Castro, 2016

En el cuadro 18 se observan los principales compuestos detectados por el

dispositivo de GC-MS de la UBIPRO a partir de la base de datos del mismo, los

cuales fueron identificados por el tiempo de retencion. Se afnade una columna de

las actividades bioldgicas reportadas para tales compuestos.
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Cuadro 18. Compuestos determinados por CG-EM en el extracto de la colecta de febrero.

Pico Tiempo % Compuesto Estructura Actividad

Retencion Area

(min)
1 18.265 7.14 Alcohol
coniferilico
2 19.343 24 .38 Acido /\/\/\/\/\/\/\j\ Antinflamatorio
palmitico HC L (Saeed et al.,
2012). Apoptético
en células neurales
y del endotelio
(Jiang et al., 2010).
3 21.082 15.03 Acido Antibacteriano
linoleico (Zheng et al.,
2005).
Anticancerigeno
(Kumar et al.,
2010).
4 21140  10.41 Acido W Inmunoestimulador,
linolénico ¢ antiinflamatorio
(Haro et al., 2006).
Reducen
enfermedades

cardiovasculares
(Castro, 2002).
5 21.371 1.99 Palmitato
de

isopropilo

Extracto de la colecta de marzo

Para La colecta de marzo se decidi6 utilizar dos fracciones: una metandlica y una

con diclorometano para realizar CG-MS.
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a) Fraccion metandlica

Los resultados de la CG-MS estan plasmados en la figura 23 (que es el

cromatograma obtenido) y el cuadro 19.

Awadree=

Figura 23. Cromatograma de la fraccién metandlica del extracto de marzo.

En el cuadro 19 se observan los compuestos identificados por la biblioteca de
compuestos del equipo de GC-MS de la UBIPRO. En Este cuadro se observa el
nombre de los compuestos y las actividades bioldgicas reportadas para cada uno

de ellos.

Cuadro 19. Compuestos identificados en la fraccién metandlica de la muestra de marzo por GC-MS

Tiempo
) de % .
Pico N ] Compuesto Estructura Actividad
retencion  Area

(min)

Antibacteriano

(Zheng et al.,
. 0 2005).
2 19.305 0.64 Acido palmitico ,\/\/\/\N\/\)(
HC OH Anticancerigeno
(Kumar et al.,
2010).
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Antibacteriano
(Zheng et al.,
o ) 2005)

4 20.800  8.55 Acido linoleico ) PP PP PPN

g Anticancerigeno

(Kumar et al.,
2010).

o
Y
™~

1,2-Benzisothiazol-3- .
19 25.348 0.44 I
amine tbdms o

b) Fraccion de diclorometano

La figura 24 es el cromatograma obtenido con la fraccién de marzo, disuelta en
diclorometano por el equipo de GC-MS de la UBIPRO. Se observa una gran
disimilitud entre los dos cromatogramas de la muestra de marzo, correspondiente a

la polaridad de los compuestos disueltos en los solventes.

e

Figura 24. Cromatograma de la fraccion obtenida con diclorometano del extracto de marzo

En el cuadro 20 se plasmé el unico compuesto identificado por la biblioteca del
dispositivo de GC-MS de la UBIPRO, que es el acido linoleico, el cual, como se

observa, abarca el 87% del area total registrada en el cromatograma.
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Cuadro 20. Compuestos identificados en la fraccion de diclorometano de la muestra de marzo por
GC-MS.

Pico Tiempo de % Compuesto Estructura Actividad
retencion  Area
(min)
7 22.019 87.05 Acido linoleico Antibacteriano
(Zheng et al.,
2005).
Anticancerigeno
(Kumar et al.,
2010).
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon acoplada a Espectrometria de

Masas (HPLC-MS)
a) Extracto de febrero

La Figura 25 muestra el cromatograma obtenido por HPLC-MS del extracto de la
colecta de febrero, y los compuestos detectados por la biblioteca del dispositivo

utilizado. Los compuestos identificados se encuentran en el cuadro 21.
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En el cuadro 21 se encuentran los compuestos detectados por la biblioteca del
dispositivo de HPLC-MS. Estos compuestos fueron Vainillina, Acido cafeico, Crisina

y Acacetina.
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Cuadro 21. Analisis del extracto de la colecta de febrero en HPLC-MS

I6n (m/z) | Compuesto | Abundancia | Tiempo de retencién
96.9611 | = -—- 37982.77 1.511
3411112 | - 13491.37 1.511
377.0882 | @ - 42329.7 1.909
304.096 | @ - 4949.9 3.054
593.154 | = - 41866.6 5.578
593.154 | = - 74913.2 7.121
563.144 | = - 238968 13.727
303.054 | = - 133565 13.727
609.151 Vainillina 381978 13.727
151.0049 | Acido caféico 465093 13.761
179.0002 | - 73098.5 16.217
609.15 | = - 109744 17.678
593.155 | = - 393106 17.678
623.166 | = - 228083 18.690
623.167 | = ---—-- 171793 23.620
623.166 | - 54228.6 27.653
312258 | = - 48279.3 31.720
76233 | @ - 173790 39.339
253.2189 Crisina 463237 39.804
279.235 | - 296505 40.102
255234 | - 227319 40.750
28125 | - 56386 40.999
283.2659 Acacetina 356491 42.078

b) Extracto de marzo

La Figura 21 muestra el cromatograma obtenido por HPLC-MS del extracto de la
colecta de marzo, y los compuestos detectados por la biblioteca del dispositivo

utilizado. Los compuestos identificados se encuentran en el cuadro 22.
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En el cuadro 22 Se encuentran los compuestos detectados por la biblioteca del
dispositivo de HPLC-MS. Estos compuestos fueron Pinocembrina, Apigenina,

Naringenina y Quercetina.
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Cuadro 22 Andlisis del extracto metandlico de P. laevigata en HPLC-MS

lon (m/z) compuesto abundancia | Tiempo de retencion
255.0643 | Pinocembrina 1230.6 29.336
269.08 Apigenina 2998.51 27.087
271.0599 Naringenina 206 22.946
285.0384 Kaemperol 346.86 26.249
301.0329 Quercetina 627.05 22.448
377.0829 | @ - 8135.22 1.699
593.1482 | = - 10214.95 8.455
563.1377 | = - 26386.72 12.306
563.1376 | = ---- 20116.14 12.671
328.247 | - 20900.87 15.078
609.1445 | = - 20813.58 16.339
610.1478 | = --—- 7965.63 16.572
623.1592 | = - 74226.16 18.58
623.1589 | = - 55434.92 18.929
312252 | - 65951.07 25.336
6745828 | = - 3629.97 26.863
2952263 | @ - 13073.34 36.491
325183 | = - 33986.16 37.802
2772159 | - 64016.27 38.997
279.2311 | - 74885.22 39.794
255.2308 | @ - 53995.82 40.458
281.2461 | - 8218.67 40.673
687.5766 | = - 3127.82 44.641
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Discusion

Dentro de los usos medicinales del Género Prosopis, tiene el registro de un uso muy
puntual para tratar las infecciones gastrointestinales y en el lavado de heridas para
evitar infecciones (Bazan, 2012; Mata, 2009; Flores, 2011). Castro (2016) reporto
una importante actividad antibacteriana del extracto obtenido de la floracion de
Prosopis laevigata, hecho que es de sumo interés debido a que es el primer trabajo
realizado con el 6rgano reproductor de la planta. El presente trabajo no sélo se baso6
en la comprobacion de los datos reportados por Castro, sino que tuvo la finalidad
de encontrar una relacion, de existir, entre la actividad antimicrobiana y la época de

recoleccion del material utilizado.

Para la realizacion de la comparacion, el trabajo se dividié de la siguiente forma:
evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos en diferentes meses
de colecta (febrero y marzo) y analizar las diferencias en las composiciones de

ambos extractos.

La decision de tomar dos colectas en un periodo de tiempo relativamente corto (un
mes), responde al hecho de que el género Prosopis, de acuerdo a Lopez (1984) y
a Delatorre y colaboradores, (2008) se caracteriza, como la mayoria de las plantas
asociadas a la vegetacion denominada matorral xerdfilo, por épocas oportunistas
de floracién, dependientes, en gran medida, de factores climaticos como la
precipitacion, la temperatura y la radiacién solar. Esta situacién origina, como se ha
reportado anteriormente (Lopez, 1984; Delatorre et al., 2008), que las plantas de
regiones aridas muestren composiciones quimicas excepcionalmente diferentes
con respecto a la estructura de la planta que se analice (desde las raices hasta los

frutos) y que generalmente, esto reporte actividades biolégicas diversas.

Partiendo de las pruebas realizadas por Castro en 2016, se procedid, en un primer
momento, a realizar un extracto metandlico con las flores de Prosopis laevigata
obtenidas en el mes de marzo. Con la segunda colecta, se obtuvo un porcentaje
ligeramente mayor, lo que verifica el hecho de que las flores se encontraban en un

estadio de desarrollo mas avanzado, o que conlleva a una concentracion mayor de
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productos fotosintéticos y metabolitos secundarios, resultado del metabolismo de la
planta para que sus 6rganos reproductores tengan las mejores condiciones para el

desarrollo de un mayor numero de embriones viables.

Al evaluarse las propiedades antibacterianas, no se encontraron, en la mayoria de
las cepas utilizadas, diferencias significativas (P= 0.05; F=3.4433). Lo que si resulta
evidente es que el extracto de la colecta de marzo presenta, en promedio, una
mayor actividad antimicrobiana, encontrandose en varias bacterias dos efectos:
halos de inhibicidn donde esta ausente el crecimiento bacteriano y halos donde se
observa una disminucion en la tasa de crecimiento bacteriano, lo que se evidencia
en la presencia de zonas alrededor de los halos de inhibicién con una densidad
visiblemente menor que la observada en regiones donde el extracto no alcanzo6 a
difundir en el medio de cultivo. Los dos extractos muestran halos de inhibicién de
menor diametro en comparacion con trabajos realizados con otras especies del
geénero Prosopis. En 2015, Soares Da Silva y colaboradores reportaron halos de
inhibicién de tamafio similar a los observados en el extracto de marzo sobre S.
aureus, P.aeruginosa y E. coli, pero con cantidades menores a 2 mg/mL (la

concentracion mas alta utilizada por ellos fue de 500 pg/mL).

Por otro lado, la respuesta de las diferentes cepas bacterianas que fueron utilizadas
para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos resulta de gran interés,
debido a que se tiene el registro de que la mayoria de las cepas son resistentes, o
tienen una sensibilidad media, a un abanico de antibiéticos diversos (Apéndice 18),
que, al ser contrastado con los halos de inhibicion obtenidos, muestran claras
diferencias, en especial la mayoria de los halos registrados con el uso del extracto
de marzo, cuyos resultados fueron equiparables al uso de antibiéticos de amplio
espectro pertenecientes a familias como las quinolonas (que actuan sobre la
sintesis y metabolismo de acidos nucleicos), las tetraciclinas (que afectan la sintesis
proteica) y el Trimetoprim-Sulfametoxazol, (compuesto que actua inhibiendo la ruta
de sintesis de acido félico bacteriano, afectando la sintesis de acidos nucleicos y de
proteinas) (Calvo y Martinez-Martinez, 2009) (Apéndice 18). Entre los dos extractos,

el que presenta una actividad promedio mayor es el extracto de la segunda colecta
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(marzo), lo que se justifica teniendo en cuenta que el material biologico fue
conseguido en una época de mayor humedad y por ello, la planta se ve forzada a
producir metabolitos secundarios que le permitan protegerse contra el ataque de
organismos patdgenos (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Cabe aclarar que, aunque las
dosis utilizadas de los antibidticos son mucho menores a las utilizadas para la
obtencién de un efecto bactericida o antimicrobiano en comparacion con los
extractos, también es cierto que esto se debe a que su accion es atribuible a un

efecto sinérgico entre los compuestos que contienen.

Sin embargo, cuando se realizé el analisis cuantitativo, se observo que, en un gran
porcentaje de los casos, la Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion
Bactericida Minima (CMI y CBM) fueron mas bajas, en promedio, en el extracto de
febrero, que en el de marzo, lo que puede responder a dos fendmenos presentes
en la composicion de los extractos: la viscosidad de los componentes y la solubilidad

de los mismos (Lee, 2004).

Dentro de la influencia de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriano, se
observa un fendmeno interesante: Mientras que el extracto floral de febrero presenta
una actividad bactericida total desde los primeros tiempos, en el caso del extracto
de marzo, se observa una anomalia considerable en el crecimiento de
Staphylococcus aureus, debido a que, pese a que se obtuvo la Concentracion
Minima Inhibitoria y la Concentracién Minima Bactericida, dentro del ensayo no se
logro la inhibicion total de la cepa. Esto se debe a que S. aureus, como toda bacteria
Gram positiva, presenta caracteristicas de membrana de alta selectividad, lo que le
permite repeler compuestos toxicos. Si bien es cierto que existe un comportamiento
sinérgico entre todos los compuestos del extracto, y que es la causa principal del
comportamiento bactericida, se debe tomar en cuenta que la genética de la
poblacion bacteriana no es igual (Fernandez et al., 2003). S. aureus presenta
diversos mecanismos de defensa, entre los que se destacan la formacion de
bombas activas para la expulsion de moléculas antimicrobianas, la disminucién de
la permeabilidad membranal después de la exposicién a un compuesto toxico y la
produccion de enzimas inactivantes (lyobe, 1997; Hart, 1998; Elliot 1999). En el
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presente estudio se infiere que el comportamiento bacteriano observado durante la
curva de crecimiento en presencia del extracto floral de marzo es diferente debido
a que, pese a presentar un alto grado de toxicidad, no es lo suficiente como para

inhibir el crecimiento de toda la poblacién bacteriana.

Al evaluar la actividad antifungica, ambos extractos presentaron actividades muy
similares. Al referirse a lo sucedido con los hongos levaduriformes, se puede
mencionar que el efecto fue indistinto entre los dos, ya que no se encontraron
diferencias significativas (P=0.05; F=3.2891) a la hora de compararlos. Aunque
tienen efectos ligeramente menores a los encontrados en la nistatina, el resultado
es prometedor, ya que indica que contiene el efecto equiparable a un compuesto
purificado. Por otro lado, la inhibicién sobre diferentes cepas de levaduras es de
gran relevancia, debido a que las candidiasis (que es el nombre que reciben las
infecciones producidas por este tipo de hongos) son enfermedades de gran
relevancia médica, ya que suelen ser muy agresivas, especialmente sobre las
mucosas, siendo las mas conocidas las candidiasis a nivel vaginal y a nivel
bucofaringeo (Dos Anjos, 2012). Dichas infecciones suelen mostrar una gran
resistencia al uso de antifungicos, y aquellos que tienen éxito, por lo general
presentan dafios colaterales diversos (Araujo et al., 2004). Por esta razén, a la hora
en que se detectan extractos, como el caso de los utilizados durante este estudio,
se propone la realizacion de estudios mas enfaticos sobre organismos micéticos

para identificar el potencial curativo de las plantas de origen de dichos extractos.

Con respecto a la actividad sobre los hongos filamentosos, se observd que los
extractos poseen la misma actividad en promedio sobre las cepas utilizadas.
Solamente en organismos del género Tricophyton hubo una inhibicion muy
marcada, mientras que en las cepas de Aspergillus se observa una ligera tendencia
de caracter inhibitorio. El caso de Tricophyton resuta importante, ya que se trata del
agente causal de la mayoria de las micosis dérmicas en casos clinicos (Ghannoum
et al., 2013; Havlickova et al., 2008, Montes-De-Oca-Marquez, 2017). La actividad
reportada sobre este hongo utilizando otras especies de la familia Fabaceae son
escasos, destacando los trabajos de Pérez et al. (2003), quienes encontraron
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actividad antifungica de un flavonoide aislado de D. elegans (2'4’-dihidroxy-5’-(1"'-
dimetilalil)-6-prenilpinocembrina) y el en trabajo de Montes-De-Oca et al. (2017)
quienes, trabajaron con cepas de Aspergillus niger, Fusarium sporotrichum,
Tricopyton y Rhizoctonia lilacina utilizando diferentes extractos (hexanico, acetonico
y metandlico) de tallos y flores de Dalea carthagenensis (JACQ.) J. F. MACBR. Con
esas cepas, algunas de las cuales fueron utilizadas en el presente trabajo, se
obtuvieron actividades antimicéticas mayores (las concentraciones para la CFso
calculadas fueron menores de 2 mg/mL).

Los analisis quimicos de los extractos confirman lo anterior, debido a que, como se
observa en el Cuadro 9 existe, por lo menos, una diferencia considerablemente alta
en las concentraciones de fenoles y flavonoides (0.061 mg eAG/gy 0.488 mg eAG/g
en el caso de los primeros y 0.364 mg eQ/g y 23 mg eQ/g para los segundos). Se
debe recordar que estos metabolitos secundarios suelen ser el resultado de la
respuesta a diferentes estimulos del medio, como es el caso de estrés por sequia,
por altas temperaturas o ataques de agentes microbianos o parasitos, y, para las
flores, son compuestos vitales, ya que muchos de ellos son los que producen los

aromas que atraen a los polinizadores.

Otro grupo de compuestos muy importantes para la actividad antimicrobiana son los
alcaloides, cuya presencia ha sido reportada con anterioridad en el género Prosopis.
Aqgeel et al., en 1989, detectaron que en hojas, tallos, corteza y raices se encuentran
los alcaloides conocidos como juliflorina, julifloricina y fraccion bencénica insoluble
alcaloidal obtenidos por extracciones dirigidas para la obtencidén de alcaloides en
Prosopis juliflora; al ser utilizados contra cultivos de S. aureus descubrieron una
relacion dosis-dependiente para la efectividad antimicrobiana. Rhagavendra y
colaboradores, en 2009, encontraron que la fraccion alcaloidal de Prosopis juliflora
tuvo una respuesta favorable contra Alternaria alternata, un hongo filamentoso que
suele atacar a los cultivos de tabaco y que, ademas, puede llegar a ser nocivo para
las personas inmunodeprimidas, afectando especialmente al aparato respiratorio.
Sus resultados son equiparables con los obtenidos a lo largo de este estudio, ya
que, si bien es cierto que no se utilizé esa cepa, cabe mencionar que hubo una

respuesta favorable en la inhibicién de otras cepas de hongos filamentosos, con la
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clara excepcion de Aspergillus, que es un género que se distingue por su alta

capacidad de proliferacion y de adaptacion a todo tipo de condiciones ambientales.

Al observar los resultados obtenidos en bacterias, hongos levaduriformes y hongos
filamentosos, se decidié realizar una prueba de toxicidad, la cual fue realizada
utilizando larvas nauplio de Artemia salina, que fueron expuestas a concentraciones
de 10, 100 y 1000 partes por millon (ppm). Castro, en 2016, reportd que el extracto
floral de febrero presentd una toxicidad muy elevada (la menor concentracion
utilizada en su ensayo reporté un indice de letalidad del 90%). En el caso del
extracto de la colecta de marzo, la letalidad disminuy6 ligeramente, teniendo, para
la concentracion mas alta (1000 ppm) , un porcentaje de 90% de letalidad. Esto no
significa propiamente que el extracto sea téxico para el ser humano, sino que
muestra una alta actividad contra organismos que presentan poca selectividad en
los compuestos que absorben, ya que las larvas nauplio presentan la caracteristica
de una filtracion no selectiva, por lo que todo lo que hay en su ambiente llega
directamente a sus estructuras internas (FAO, 2006). La alta toxicidad de ambos
extractos se atribuye a la presencia de alcaloides, debido a que en otros trabajos,
como el de Tabosa et al. (2000), se reporta a los alcaloides presentes en el género
Prosopis presentan una alta toxicidad, especialmente la juliflorina y la julifloricina, a

nivel neurolégico (Ageel, 1989; Tabosa et al., 2000).

Al momento de evaluar la actividad antioxidante de los dos extractos, se encontrd
una notable diferencia en ésta, siendo la mas alta la de la colecta de febrero al
requerir menor concentracion para la reduccion del radical DPPH; sin embargo, las
concentraciones de la CLso (591 pg/mL y 907 ug/mL), de acuerdo con el criterio de
Al-Fatimi (2007), estos valores corresponden al rango de baja o nula capacidad
antioxidante. Aunque este dato pueda parecer contradictorio con las
concentraciones de fenoles y flavonoides reportadas para ambos extractos, se debe
recordar que, si bien es cierto que este tipo de moléculas son conocidas por estar
directamente relacionadas con efectos de neutralizacién de las especies reactivas
del oxigeno, también es cierto que no todas las moléculas fendlicas y polifendlicas
presentan actividad antioxidante importante, ya que ésta dependera del tipo y
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arreglo de los grupos funcionales que las adornen,. Se observa que dentro de la
composicion quimica de ambos extractos hay un alto porcentaje de pinocembrina,
compuesto fendlico comun en casi todas las plantas, que presenta, por su
conformacién molecular, una baja actividad antioxidante, si es comparada con otros
compuestos de naturaleza fendlica, como la quercetina (Lien et al., 1999).
Destacando su actividad bioldgica, la cual es esencial para diferentes procesos
bioldgicos, como la defensa ante diferentes tipos de estrés, especialmente el hidrico
y el de calor, y ecoldgicos, resaltando la defensa al ataque de diferentes patégenos,

destacando los bacterianos y los fungicos (Cruz, 2007; Aguero et al., 2010).

Los acidos fendlicos, que componen un grupo encontrado en la caracterizaciéon por
HPLC, tienen una gran importancia biolégica y médica, que se ha estudiado durante
por lo menos los ultimos cincuenta afios. En el campo bioldgico, se les atribuyen
varias funciones, de las que se destacan la disuasion de depredadores y la defensa
contra sustancias alelopaticas, lo que cobra gran significado al considerar que el
organo de la planta utilizado para la obtencidon de los extractos es la flor, que
requiere de una gran cantidad de defensas contra posibles depredadores antes,
durante y después de la polinizacion; otra funcion importante es la inhibicion de la
germinacién de semillas de otras especies y de esporas fungicas (Harbone, 1994).
Adicionalmente, se ha observado que participan en diversos mecanismos de
proteccion de las plantas contra fitopatdégenos, por medio de la inhibicién o
activacion de enzimas como pectinasas, amilasas vegetales, fenoloxidasa,
succinato-deshidrogenasa, RNAsa pancreatica, y la activacién de las enzimas que
participan en la germinacién de especies de interés como lo son la cebada y el frijol
mungo (Goodman et al, 1986; Van Sumere et al, 1975). Aunado a esto, algunos
ejercen un efecto de desacoplamiento en mitocondrias de levaduras y ratas,
ademas de tener un fuerte efecto en la fotofosforilacién (Van Sumere et al., 1975),
lo que los convierte en candidatos para explicar el efecto sobre candidas, ya que
intervienen dentro de la cadena de transporte de electrones, impidiendo que ésta
se lleve a cabo adecuadamente vy, por tanto, inactivando la mitocondria.
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En el caso de los fenilpropanoides, cuya frecuencia es mayor dentro del extracto de
la colecta de febrero, se puede comentar que esta familia quimica tiene una gran
importancia biolégica para las plantas que los producen, ya que su sintesis
unicamente ocurre cuando se encuentran bajo diferentes factores de estrés
(Rhodes, 1985), Siendo su funcion principal la de evitar el crecimiento bacteriano
(Surico et al., 1987). Ademas, se ha demostrado que algunos miembros de este
grupo quimico presentan otras funciones farmacolédgicas de interés, como efecto
analgeésico, hipotensivo, decrecimiento de las neuropatias en diabéticos, y efecto
anti alergénico y antiinflamatorio (Andary et al., 1980, Cooper et al, 1980, Kimura et
al., 1987). Sin embargo, se debe tener en cuenta que hay otros que han sido
reportados como agentes causales de dermatitis, dafio hepatico y carcinogénesis
(Murray et al.,, 1982; Brown, 1985), efectos que podrian estar relacionados
directamente con la alta toxicidad de ambos extractos detectada en la prueba sobre

Artemia salina.

Aunque no se ha establecido una funcién universal para las flavonas y los
flavonoles, se debe decir que son los flavonoides mas comunes en los extractos
vegetales (Harborne, 1989). Sin embargo, las funciones que se les han atribuido
son la proteccion de las plantas contra la radiacién UV y el ataque de insectos
hongos, virus y bacterias; participan como agentes atrayentes de polinizadores; se
ha reportado una buena capacidad antioxidante, ademas de un efecto inhibidor de
enzimas y funcionan como agentes alelopaticos (McClure, 1975). En el presente
trabajo, la presencia de flavonoles es basica al tratarse de extractos florales; sin
embargo, lo que llama la atencidn en el perfil quimico de ambos extractos es la baja
capacidad antioxidante de los dos, lo que se puede explicar por altas
concentraciones de compuestos polifendlicos que tienen una estructura poco
reactiva, lo que disminuye considerablemente la capacidad antioxidante de cada
extracto, siendo posible que los flavonoles presentes tengan una fuerte actividad

dentro de la atraccidon de polinizadores.

El listado de compuestos detectados revela la enorme diferencia en la produccion

de metabolitos secundarios realizados por una misma especie si ésta se encuentra
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sometida a diferentes presiones ambientales. Asi, por medio de GC-MS y de HPLC-

MS, se encontré una composicion diferente entre ambas colectas.

Los compuestos encontrados por Castro (2016) a partir del estudio de la
composiciéon mediante HPLC-MS en el extracto de la colecta de febrero fueron
vainillina, que posee propiedades antidrepanociticas, antimutagénicas,
antineoplasicas, antioxidantes, neurodepresivas y antiinflamatorias (Trapero, 2013);
acido cafeico, que ha presentado actividad antioxidante, ademas de ejercer efectos
de tipo quelante y modular la actividad de varios sistemas enzimaticos (Gutiérrez,
2002); acacetina, que ha sido reportada con propiedades antiinflamatorias y
antinociceptivas (Reynaldo et al., 2001; Carballo-Villalobos et al., 2014; Zhao et al.,
2014) e inhibicién de células tumorales (Lee et al., 2014; Jung et al., 2014); y crisina,
que ha sido reportada como una molécula con una alta capacidad antioxidante y
propiedades ansioliticas sobre el sistema nervioso central (Jeong et al., 1999;
Paladini et al., 1999; Reynaldo et al., 2001). En el caso de la colecta de marzo, los
principales compuestos detectados fueron pinocembrina, que ha reportado una alta
citotoxicidad en pruebas con Artemia salina y en la linea celular 9-PS (Jung et al.,
1990), y un alto efecto antifungico, especialmente contra hongos filamentosos
(Aguero et al., 2010); apigenina, que se ha reportado como un agente antibacteriano
efectivo contra Salmonella typhi, Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa
(Basile y colaboradores, 1999); Naringenina, que ha sido reportada como un
metabolito con una importante actividad antibacteriana (Rahua et al., 2000);
Kaempferol, que ha sido reportado como antiinflamatorio, antioxidante,
antibacteriano y antifungico (Ho et al., 2011; Tatsimo et al., 2012); y quercetina, la
cual, como se ha mencionado antes, se ha reportado con importantes actividades
biolégicas, destacando la actividad antioxidante y antimicrobiana, asi como un nivel
importante de citotoxicidad (Lien et al., 1999; Rahua et al., 2000; Cruz, 2007; Aguero
et al., 2010). Aunque es notoria la diferencia entre los dos esto se puede deber a
las condiciones climaticas de la recoleccion, ya que de acuerdo a las condiciones
ambientales y los tipos de estrés a los que estén expuestos los organismos

vegetales promoveran la produccién, sobreproduccion o inhibicion de algunos
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metabolitos secundarios, como mecanismo de supervivencia (Lopez, 1984; Hertog
et al., 1993; Tsuchiya et al., 1996; Delatorre et al., 2008).

Conclusiones

e Elrendimiento de los extractos fue diferente, siendo mayor el rendimiento de
la colecta de marzo que en la colecta de febrero.

e El extracto de marzo mostré6 mayor actividad antimicrobiana que el de
febrero.

e Ambos extractos son bactericidas para Vibrio cholerae, pero solo el extracto
de la colecta de febrero resultdé bactericida para Staphylococcus aureus

e No se encontraron diferencias significativas en la actividad de ambos
extractos frente a hongos levaduriformes

e El extracto de la colecta de marzo, al probarse en hongos filamentosos,
presentd una actividad promedio significativamente mayor que la registrada
en el extracto de la colecta de febrero.

e El extracto de febrero resultdé ser mas toxico.

e Ambos extractos presentaron una baja capacidad antioxidante.

e El extracto de la colecta de marzo el que presenté una mayor concentracion
de fenoles, flavonoides y alcaloides.

e La composicion quimica de ambos extractos fue diferente presentanto como
compuestos mayoritarios acacetina, crisina, acido caféico y vainillina en el
extracto de febrero y pinocembrina, pigenina, naringenina, kaemperol y

quercetina en el extracto de marzo.
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Apéndices
Apéndice 1
Descripcion botanica (Cervantes y Concepcion, 2002; Flores, 1993)
Prosopis laevigata (Humb. Et Bonpl. Ex Wild) M.C Johnst

Taxonomia

Nombre comun: Mezquite, mimosa, Acacia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida (Dicotileddneas)

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Mimosideae

Género: Prosopis Inflorescencia de P. laevigata

Especie: Prosopis laevigata (Humb. Et Bonpl. Ex Wild) M.C Johnst

El mezquite es un arbol o arbusto espinoso, perenne, que llega a medir hasta 10m

de altura, de acuerdo con la profundidad del suelo.

Raiz: Su raiz principal puede alcanzar los 50 metros de profundidad para llegar al
manto freatico de agua subterranea; sus raices se extienden en un radio de hasta
15m.

Troncos y ramas: Tronco lefioso, de corteza oscura o negruzca; ramas flexuosas,
formando una copa esférica o deprimida. Las ramas tiernas son espinosas y con

frecuencia carecen de hojas.
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Hojas: Son compuestas (con el limbo subdividido), bipinnadas, con 12 a 15 pares
de foliolos oblongos o lineares de 5 a 10 mm de largo, mas o menos persistentes,
pero caducas en invierno. Los renuevos nacen desde marzo hasta mayo y

permanecen hasta diciembre.

Flores: Son muy pequefias, de color amarillo verdoso, agrupadas en
inflorescencias en racimos en forma de espiga; producen un aroma y néctar
agradable que atrae a los polinizadores. Son hermafroditas, de simetria radiada
(actinomorfas), con cinco sépalos, pétalos y diez estambres; ovario supero,
unilocular, unicarpelar y de placentacién pariental; el estigma es concavo. Florece

durante un corto periodo que inicia en febrero-marzo y termina en abril-mayo.

Fruto: Son vainas o legumbres alargadas, rectas o arqueadas, de 10 a 30 cm de
longitud, de color paja a rojizo violaceo. El mesocarpio contiene de 12 a 20 semillas.

La fructificacion se extiende de mayo a agosto y se cosecha entre agosto y octubre.

Semilla: Es de forma oblonga o aplastada, dura; su color varia de café claro a
oscuro. La diseminacion de las semillas es zodfila y endozoica, es decir, por medio
del tracto digestivo de animales (CONAZA e INE, 2000)

Distribucién geografica: Baja California, Baja California Sur, Sonora, Chihuahua,
Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo,

México, Distrito Federal, Morelos, Puebla, Guerrero, Oaxaca, Veracruz y Chiapas.

Condiciones climaticas: El mezquite esta clasificado como especie termo-xerdfila,
se localiza en condiciones climaticas diversas, que van desde los climas calientes
hasta los templados y de los semi-humedos hasta los muy secos. Sin embargo, su
principal rango de distribucién se encuentra en las zonas aridas y semiaridas del
pais, en su area de localizacién la temperatura media anual es de 20-29°C, mientras
que la precipitacion media anual fluctia de 350 a 1200 mm. El aire seco y la

luminosidad son esenciales para a fructificacion.

Condiciones edaficas: El mezquite se establece en una amplia gama de tipos de

suelo; sin embargo, crecen con mayor vigor en los suelos profundos, como en las
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partes bajas de los valles, mientras que su altura es menor en las laderas de los
cerros o suelos delgados. Prosperan en suelos arenosos, asi como en los arcillosos-
arenosos, pueden tolerar un alto contenido de sales o mal drenaje en el suelo. Los
tipos de suelo donde crece son sierozem y chesnut, ya que son caracteristicos de

los lugares donde se encuentra distribuido el mezquite en nuestro pais.

El mezquite tiene un amplio rango de distribucion, se le encuentra hasta 2300 m

snm.
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Apéndice 2
Zona de colecta

La flor de Prospis laevigata se colectd en el poblado de San Rafael, municipio de
Coxcatlan, que se localiza al sureste de Tehuacan, en el Valle de San Rafael
Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12’ y 18°14’ de latitud norte y 97°07’ y 97°09’ longitud

oeste, con un rango de altitud de 957 a 1400 m snm.
Clima

El clima es de tipo Bs (h’)w”(w) de acuerdo con la clasificacion de Koéppen,
modificado por Garcia (1981), el cual corresponde a un tipo seco o arido con lluvias
en verano y temperatura media anual de 22°C, variando entre 25° en abril y mayo
y 18°C en enero (Medina, 2000). Valiente (1991) calcula una precipitacion anual de

364.6 mm para la zona.
Hidrografia

El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del Valle
de Tehuacan-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye al norte
desde Oaxaca; uniéndose cerca de Quitepec, los dos forman el Rio de Santo
Domingo, el cual corta la Sierra Madre de Oaxaca en direccion este y eventualmente
desemboca en el rio Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su camino al oeste
del Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca de San Diego, Chalma.
Este pequefio rio, el cual se convierte en el Rio Salado, se une por varias
ramificaciones cortas alcanzando a la Sierra Norte de Oaxaca en el noreste
(Salcedo-Sanchez, 1996).

Edafologia

En origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos se
caracterizan por estar poco desarrollados y se dividen en dos tipos: regosoles
(principalmente calcareos y regosoloes éutricos) y xerosoles (con una

predominancia marcada de los xerosoles haplicos).

67



Vegetaciéon

La vegetacion predominante es bosque tropical caducifolio, donde Escontria chiotilla
(F.A.C. Weber) Rose y Pachycerus weberi (J. Coutler) Backeberg son

particularmente abundantes (Valiente-Banuet et al., 2000).

Fernandez (1999) reconocio por nivel topografico los siguientes tipos de vegetacion

en San Rafael:

a) Cordonal de Pachycerus weberi (J. Coutler) Backeberg, que se caracteriza
por el predominio de cactaceas columnares (cardones principalmente).

b) Chiotillal de Escontria chiotilla (F.A.C. Weber) Rose en el nivel mas proximo
al cauce del rio, sobre niveles de 0.0 a 1.5 m por encima del nivel basal de la
region, con alta densidad arbustiva.

c) Cuajiotal con especies dominantes como Bursera morelensis Ramirez,
Mimosa polyantha (Brandegee), Fouqueria Formosa (Kunth), y arbustos y
hierbas como Sanvitalia fructicosa (Helms), localizada aproximadamente a
1.5-3.5 m por encima del nivel basal.

d) Fouqueria con especies de dominantes como Fouqueria formosa (Kunth),
Bursera aptera (Ramirez), Mimosa polyantha (Brandegee), Ceiba parvifolia
(Rose), Manihotoides pasiflora (Brandegee), Mimosa Luisiana (Brandegee),
y Sanvitalia fructicosa (Helms); localizada en el nivel mas alto, de 3.5-5 m por
encima del nivel basal. La densidad de plantas en los estratos arbustivos y
herbaceos es muy baja, dominado en su totalidad por Sanvitalia fructicosa
(Helms).

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se determind
un total de 374 especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias botanicas, de
las cuales, 368 especies fueron registradas con uno o mas usos (18% son usadas
como plantas medicinales). Las familias que abarcan el mayor numero de especies
fueron Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae y Euphorbiaceae, que

corresponden a las familias representativas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
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Poblacion

La comunidad de San Rafael es relativamente reciente. Fue fundada a principios
del siglo XX y en 2001 contaba con 298 habitantes (151 hombres y 147mujeres)
(Andnimo, 2001). Actualmente no se cuenta con estudios demograficos. La mayor
parte de la poblacion actual es nativa de San Rafael y la actividad econdémica mas
relevante es la agricultura, siendo el cultivo de la cafa de azucar el que cuenta con
mayor importancia. Otras actividades realizadas en la comunidad es la cria de
ganado caprino, la recoleccion de frutos, semillas, lefia y madera para diversos fines
(Rosas, 2003).
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Apéndice 3

Método de difusion en agar de Kirby-Batlier (Cole, 1994; Vanden Berghe y
Vlietinck, 1991; Beer y Sherwood, 1945) para bacterias; Método de difusion
para levaduras (CLSI, 2012); y técnica de inhibiciéon del crecimiento radial en

hongos filamentosos (Wang y Bun, 2002)

Esta técnica es utilizada para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana y
antifungica de un extracto puro o de los compuestos de un extracto, los cuales se
difunden a través del agar desde el disco de papel. El crecimiento de la cepa
estudiada comienza y los compuestos se alejan del disco de acuerdo a un gradiente
de dilucion, de modo que a mayor distancia del disco, se tendra una menor
concentracion del compuesto o extracto probado, formandose un halo de inhibicion
circular donde la sustancia no alcanza a inhibir el crecimiento y cuyo diametro es

proporcional a la potencia de la sustancia frente a la cepa.
Medio

Para el ensayo con bacterias se prepara el medio de cultivo Muller-Hinton, ya que
es el medio ideal para promover el desarrollo de la mayoria de los aislamientos
bacterianos de interés clinico. En el caso de hongos filamentosos y levaduras, el
medio utilizado es el medio PDA (agar papa-dextrosa), ya que éste medio promueve

con eficacia el crecimiento de la mayoria de las cepas fungicas de interés médico.

El ensayo se realiza en cajas de Petri, donde el medio debe alcanzar un espesor
uniforme de 4 mm; de ser mas fino, los compuestos analizados tenderan a difundir
mas en direccion lateral, aumentando el tamano de las zonas de inhibicion; si es
mas grueso, el medio provoca que la disolucion se precipite, disminuyendo en

diametro del halo de inhibicién.

Una vez vertido el medio de cultivo, las cajas se dejan incubando durante 24 horas,

esto con la finalidad de verificar la ausencia de contaminacién en el agar.
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Preparacion del inéculo
I. Bacteriano

Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias.
Se sumerge el asa en 10 mL de caldo Muller-Hinton. Hay que enjuagar muy bien el
asa para que el material bacteriano quede perfectamente disuelto en el caldo. Una
vez hecho esto, se retira el asa y el tubo con el cultivo se incuba a 37°C durante un
periodo de 18 a 24 horas o hasta que alcance una turbidez equivalente al estandar
No. 0.5 de MacFarland, el cual equivale a una concentracion aproximada de 1.5x108
UFC/mL.

Il. Fangico (levaduras)

Se sigue el mismo procedimiento que para un indculo bacteriano, con la diferencia
de que se utiliza caldo Saboreaud y se coloca el tubo de cultivo en las mismas

condiciones durante 48 horas.
lll. Fingico (hongos filamentosos)

Para la obtencion del inéculo de hongos filamentosos, se utiliza un cultivo
previamente preparado. Con excepcion de géneros como Aspergillus, que tienen a
soltar una gran cantidad de esporas, se realiza una perforacién en el cultivo con la
parte posterior de una pipeta Pasteur, obteniendo un botdn de siembra de 5 mm de
diametro. Posteriormente, con una aguja de diseccidon o pinzas estériles, se extrae
el botdn y se coloca en la placa donde se realizara el ensayo, cuidando que la parte

con el hongo quede directamente sobre el medio de cultivo.

Para el caso de los hongos con una alta concentracion de esporas (como el género
Aspergillus), Se toma con la punta de una aguja de diseccion estéril las esporas del

cultivo y se pasan al medio del ensayo, procurando dejarlas en el centro de la placa.
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lll. In6éculo

Se sumerge un hisopo de poliéster estéril y seco en la suspension de la cepa con la
que se vaya a trabajar; antes de retirarlo del tubo, se elimina el exceso de liquido

rotando el hisopo contra las paredes internas del tubo.

Posteriormente, se inocula la superficie de la placa con el medio adecuado (Muller-
Hinton en el caso de bacterias y PDA para levaduras), sembrando por medio de
estria por lo menos en tres direcciones, girando 60° al momento de cambiar de

direccion.
Preparacion de sensidiscos

Se utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro hechos con papel Whatman del No. 5,

en los cuales se aplicara la sustancia a evaluar.
Extracto o fraccién activa
Se preparan las diluciones necesarias utilizando como vehiculo metanol

Para bacterias, la cantidad de extracto o fraccion debe ser de 2 mg; en el caso de

hongos filamentosos y levaduras, la concentracion minima requerida es de 4 mg.
Control negativo

Se colocan en los sensidiscos destinados a tal fin 10 uL del solvente utilizado para

las muestras problema.
Control positivo

Para cepas bacterianas, se utilizan sensidiscos impregnados con 25 ug de
cloranfenicol; para levaduras, se preparan sensidiscos impregnados con 25 ug de
Nistatina y para Hongos filamentosos sensidiscos con 25 pg de Ketoconazol. Los
discos se deben realizar 12 horas antes del ensayo con la finalidad de que se

evapore el solvente.
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Prueba de susceptibilidad

Los discos son colocados manualmente en la superficie del agar utilizando pinzas
estériles. Se deben dejar a una distancia adecuada unos de otros y abarcando la

totalidad de la placa.

Una vez preparadas todas las placas para la prueba de susceptibilidad, se colocan
en incubadora a 36°C sin mayor tension de CO2, esto ultimo, para evitar la

acidificacién del medio y la obtencion de falsos positivos o negativos en la prueba.
Interpretacién de resultados
I. Bacterias y levaduras

En el caso de existir inhibicion, se reporta el extracto o fraccibn como activa. Las
zonas de inhibicion se miden con una regla de calibracidén y en milimetros; la prueba
debe hacerse minimamente por triplicado y se reportan los promedios de los

resultados por cepa utilizada.
Il. Hongos filamentosos

La inhibicion se considerara de acuerdo al grado de distorsion de la circularidad del

crecimiento del micelio y solamente se reportara como alto (++), bajo (+) y nulo (/).

73



Apéndice 4
Microtécnica de dilucion en caldo (Koneman, 1985)

Esta técnica se utiliza para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) la Concentracion Bactericida Minima (CBM) y la Concentracion Fungicida

Minima (CFM) en el caso de levaduras.
Medio

Esta técnica sigue el mismo principio que el método de macrodilucion en agar, con
la excepcion de que la susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos
se determina en fase liquida, en una serie de microtubos moldeados en una caja
plastica con 96 cavidades, denominada placa de ELISA. La placa se prepara
colocando 50 uL de caldo Miller-Hinton (Bioxon 260) con la cncentracion del
extracto a probar en las concavidades apropiadadas: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 y
0.312 mg/mL.

Inéculo

Se prepara una suspension bacteriana inoculando una asada de la colonia en
estudio en 10 mL de caldo Muller-Hinton (Bioxon 260). El tubo se incubara por 24
horas a una temperatura de 36°C, obteniendo una concentracién aproximada de
1x108 organismos/mL. Posterior a esto, se realiza una nueva dilucion para obtener
una concentracion de 1x10° organismos/mL. Una vez realizado lo anterior, se
colocan 50 uL de las suspensiones diluidas en cada uno de los pozos de la placa
de ELISA.

Control negativo

Se colocan 50 pL de caldo Muller-Hinton con el solvente empleado para disolver el

extracto a analizar.

74



Testigo

Se prepara colocando 50 uyL de caldo Muller-Hinton en las concavidades y se

agregan 50 pL de cultivo bacteriano.
Incubacién

Una vez que se tiene la placa con la carga bacteriana, se cubre con una tapa para

evitar el desecamiento y se incuba a 36°C durante 24 horas.
Interpretacion de los resultados

Después del tiempo de incubacién, se afade a cada concavidad 50 pyL de una
solucién al 0.08% de sal de tetrazolio oxidasa (TTC), para después incubarla

durante 30 minutos.

El las concavidades donde haya habido desarrollo de organismos, el colorante sera
reducido a formazan, el cual produce una coloracion rojiza-violacea en el fondo de

la concavidad. De no haber desarrollo, la concavidad se mantendra clara.

Nota: Es importante tener la placa protegida de la luz para evitar resultados

falseados.

La concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es aquella en la que se presenta una
disminuciéon drastica del crecimiento bacteriano, en tanto que la Concentracién
Bactericida Minima sera en la que hay una inhibicion completa del desarrollo de la

cepa.

Esta prueba debe hacerse por ftriplicado a fin de que tenga resultados

estadisticamente significativos.

75



Apéndice 5
Actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano (Muroi et al., 1993)

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene un extracto sobre el
crecimiento bacteriano, basandose en las CMI y CBM, determinando los impactos

necesarios para que se produzca la inactivacion.
Medio de cultivo

Se coloca agar Miller-Hinton en cajas septadas. Es importante que el medio

alcance un espesor uniforme de 4 mm.
Inéculo

Se prepara una suspension bacteriana con aproximadamente 1x108bacterias/mL en
un tubo de ensayo con 10 mL de caldo Miueller-Hinton (esta concentracion
bacteriana se obtiene en un periodo de 24 horas de incubacion). Con ayuda de una
micropipeta, se inoculan 0.1 mL de la suspensién de bacterias en los tubos que

contienen los extractos a evaluar.

La concentracion final sera se 1x10° bacterias/mL en cada tubo. Todos los tubos se

incubaran a 35°C sin presién de COs..
Tubos con extracto

Se prepara en tubos con agar Mueller-Hinton con las concentraciones de CMI y sus
multiplos medios, es decir, la mitad del CMI, (1/2CMl) y CBM.

Se muestrea cada hora durante los primeros cuatro tiempos: To-0, T1-1, T2-2, T3-3,
T4-4 (Tiempo-horas transcurridas), después dos muestreos cada dos horas, uno a

las 12 horas y otro a las 24 horas.

En cada tiempo se realizan diluciones en tubos con solucion salina para determinar

las unidades formadoras de colonias en cada tubo.
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Testigo

Se prepara un tubo sin extracto como testigo.
Incubacién

Las cajas se incuban durante 24 horas a 36°C.
Interpretacién de resultados

Se cuentan las colonias de cada concentracion y dilucion. Se grafica el Log del
numero de sobrevivientes contra el tiempo para determinar el numero de impactos
necesarios para que se produzca la inactivacién y se prolonga la zona lineal de la

curva de supervivencia hasta su insercion con el eje de las ordenadas.
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Apéndice 6

Prueba para la obtencion de CFso en Hongos filamentosos (Wang y Bun, 2002;
Wang y Ng, 2007)

Este método se utiliza para el calculo de la Concentracion Media Fungicida (CFso)

En hongos filamentosos.
Medio de cultivo

Alicuotas de agar PDA adicionadas con las concentraciones del extracto o
compuesto puro a probar colocadas en cajas platicas con 24 concavidades, donde
se colocaron por triplicado las alicuotas con las concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0,
4.0, 6.0 8.0 mg/mL. En otros tres pozos, se colocé agar sin el compuesto o extracto

a probar, que constituiran el grupo testigo.
Inéculo

Se realizan perforaciones en un cultivo previamente desarrollado con la punta de
pipetas Pasteur estériles, para obtener botones de 1mm de diametro. Con ayuda de
una aguja de diseccion o pinzas, se toman los botones obtenidos de dichas
perforaciones y se colocan en el centro de cada pozo con el agar PDA previamente

vertido y solidificado.

Nota: En el caso de hongos con un alta de produccion de esporas, como las
especies del género Aspergillus, solo se toma una pequefa porcion de esporas con
la punta de una aguja de diseccidn y se colocan en el centro de los pozos de la caja

plastica.
Incubacion

Las cajas se dejaran a temperatura ambiente y se revisaran periédicamente hasta
el momento en que los testigos hayan abarcado la superficie total de sus respectivos

pOZos.
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Interpretacion de resultados

Se realizan mediciones del diametro del crecimiento radial en cada pozo y se saca

el porcentaje de inhibicidn con la siguiente férmula:

% de inhibicion= Diametro de hongo filamentoso x100
Diametro del pozo

Una vez obtenidos los resultados, se sacan promedios de cada concentracion y se

grafican, para, posteriormente, calcular la CFso.

Fusarium sporotrichioides ATCC NRLL3299

70
y =-1.255x? + 11.228x + 27.886

% de inhibicion

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concetracion del extracto (mg/mL)

Grafica para F. sporotrichioides ATCC NRLL3299 con el extracto de febrero.
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Fusarium moniliforme CDBB-H-265

y =-1.0671x> + 12.241x + 17.392
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Concetnracion del extracto (mg/mL)

Grafica para F. moniliforme CDBB-H-265 con el extracto de febrero.

Trichophyton mentagrophytes CDBB-H1112
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Concentracién del extracto (mg/mL)

Gréfica para T. mentagrophytes CDBB-H1112 con el extracto de febrero.
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Aspergillus niger CDBB-H-179
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Grafica para A. niger CDBB-H-179 con el extracto de febrero.
Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306
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Concentracion del extracto (mg/mL)

Grafica para Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306 con el extracto de febrero.
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% de inhibicidon

Grafica para F.sporotrichioides ATCC NRLL3299 con el extracto de marzo.
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Grafica para F. moniliforme CDBB-H-265 con el extracto de marzo.

Fusarium sporotrichioides ATCC NRLL3299
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Fusarium moniliforme CDBB-H-265
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Concentracién del extracto (mg/mL)
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Trichophyton mentagrophytes CDBB-H1112
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Grafica para T. mentagrophytes CDBB-H1112 con el extracto de marzo.

Aspergillus niger CDBB-H-179
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Grafica para Aspergillus niger CDBB-H-179 con el extracto de marzo.
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Grafica para R. lilacina CDBB-H-306 con el extracto de marzo.
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Apéndice 7

Método de toxicidad general (Método modificado de Nifo et al., 2006)
El ensayo se realiza con larvas nauplio Il de Artemia salina (Leach).
Eclosion de las larvas

Se prepara una solucion para un litro en la que se agregan 5 g de NaCl y 2 g de

NaHCOs; una vez teniendo esta solucion, se agregan 0.5g de quiste de A.salina.

Los quistes se incuban en estas condiciones de 24 a 48 horas con buena
oxigenacion, a una temperatura aproximada de 25°C y con iluminacion artificial (luz

blanca).
Preparacion de los tratamientos

En frascos viales transparentes se colocan 10 mL de agua de mar y se colocan 10

larvas en cada uno.

Las concentraciones del problema utilizadas son 125 mg/mL, 12.5 mg/mL y 1.25

mg/mL (correspondientes a 1000, 100 y 10 partes por millén (ppm)).
Control negativo

Se utiliza el solvente utilizado con el extracto problema, empleando el mismo

volumen en que se disolvio la concentracion mas alta del extracto a evaluar (500
ML).

Control positivo

Se utiliza acido galico en las concentraciones de 125 mg/mL, 12.5 mg/mL y 1.25

mg/mL (correspondientes a 1000, 100 y 10 partes por millén (ppm)).
Testigo

Se colocan unicamente las larvas en 10 mL de la solucién de agua de mar.

85



Incubacion

Los cultivos se deben mantener iluminados (con luz blanca) a una temperatura de
23-25°C durante 24 horas.

Interpretacion de los resultados
Se cuenta el numero de larvas supervivientes.

La Concentracion Letal Media (CLso) se determina para cada extracto interpolando
en graficas de porcentaje de mortalidad contra la concentracion en mg/mL y a través

del analisis de regresion lineal.

La actividad toxica general se considera débil cuando la CLso esta entre los 500 y

los 1000 ppm y fuerte cuando esta por debajo de las 100 ppm.

La forma de determinar el porcentaje de mortalidad dentro de la prueba es ap partir

de la siguiente férmula:
%letalidad= (IM/IV)*100
Doénde: IM= Individuos muertos; IV= Individuos vivos.

Con el resultado, se clasifica el extracto problema segun el Criterio del Programa de

Ciencia y Tecnologia para el desarrollo (CYTED) (Pinzon et al., 1995).

Categoria Criterio de Letalidad pg/mL
I Extremadamente téxico 1-10
] Altamente téxico 10-100
[} Moderadamente téxico 100-500
v Ligeramente téxico 500-1000
Vv Practicamente no toxico 1000-1500
\ Relativamente inocuo >1500

Clasificacion de toxicidad segun el CYTED
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Apéndice 8
Conteo de fenoles totales (CFT) (Método modificado de Singleton et al., 1999)

La concentracién de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotemetria con base
a una reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion, donde es empleado el reactivo de
Folin-Ciocalteu. El reactivo de coloraciéon amarillo y pH acido, contiene molibdato y
tungstato sodico que tienen la capacidad de reaccionar con cualquier tipo de fenol,
formando complejos fosfomolibdico-fosfotungsticos. La transferencia de electrones
a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotungsticos en oxidos,
cromogenos de color azul intenso de tunsgteno (WsOz23), siendo proporcional este

color al numero de grupos hidroxilo de las moléculas (Gutiérrez et al., 2008).

Para la curva de calibracion se emplea acido galico, que es una pequefa molécula
que, debido, a su estabilidad y estructura fendlica, presenta un grupo benceno unido

a un grupo hidroxilo (Garcia, 2007).
Curva de calibracién

Se utiliza una solucion estandar de acido galico de 0.2 mg/mL. A partir de esta
solucion se forman alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones
seriadas de acido galico (0.00625, 0.0125, 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL); a cada una se le
agrega el volumen correspondiente de agua destilada para obtener Ilas

concentraciones mencionadas en un volumen final de 1 mL.
Preparacion del extracto

Se prepara una solucién estandar (200 pg/mL) de la cual se toma una alicuota de
250 uL y se agregan 750 pL de agua destilada para obtener las concentraciones

mencionadas a un volumen final de 1 mL.

Se toma 1mL de cada concentracion y se transfiere a un tubo de ensayo con 6 mL

de agua destilada; a continuacién, se adicionan 500 uL de reactivo Folin-Ciocalteau.

Después de cinco minutos se afiaden 1.5 mL de una solucion de Na2COs (200 g/L)

y agua hasta completar un volumen de 10 mL. La mezcla resultante se deja reposar
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durante dos horas, tiempo en el cual todos sus componentes reaccionan a

temperatura ambiente, y se lee la absorbancia a 760 nm. Cada concentracion se

lee por triplicado.

Tubo Acido Patron Agua Agua Folin- Na2COs3
galico (acido | destilada | destilada | Ciocalteau (mL)
(mg/mL) galico (uL) (mL) (uL)
L)

Blanco | - | eeeeem | e 7 500 1.5
1 0.00625 31.25 968.75 7 500 1.5

2 0.0125 62.5 937.5 7 500 1.5

3 0.0250 125 875 7 500 1.5

4 0.05 250 750 7 500 1.5

5 0.1 500 500 7 500 1.5

6 0.2 1000 0 7 500 1.5
Problema | --——-- 250 750 7 500 1.5
Problema | ----—--- 500 500 7 500 1.5

Interpretacion de resultados

Se grafica la concentracion contra la absorbancia para obtener una curva patrén de
acido galico. Para conocer la concentracidén de fenoles del extracto problema, se
utiliza un analisis de regresion lineal, interpolando la absorbancia de las muestras

evaluadas.

Los resultados se reportan como equivalentes de acido galico o en porcentaje.
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Apéndice 9
Contenido de flavonoides totales Método Dowd (Ramamoorthy y Bono, 2007)

Este método se basa en el viraje de color de una solucion de AlCIs a color amarillo
por la formacién de complejos estables acidos con el grupo ceto en C-4 y, o bien el
grupo hidroxilo C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles, asi como la formacién de
complejos labiles acidos con los grupos orto-dihidroxil en el anillo A o B de los
flavonoides (Kalita et al, 2013).

Stock de quercetina
Se pesan 3 mg de quercetina, los cuales e disuelven en 3 mL de MeOH grado HPLC.
Curva patréon

Se toman alicuotas necesarias del stock de quercetina para la preparacion de la
curva patrén, con las concentraciones de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100 ppm y se les agrega 1mL de AIClz al 2%.

Nota: Para las primeras concentraciones (de 1 a 5 ppm), hacer lo siguiente:

Del stock de quercetina tomar 20 yL y agregar 180 pL de MeOH, teniendo un

volumen final de 200 uL. De este nuevo stock, se toma:

[ 1ppm uL stock de uL de MeOH AlClz al 2%
quercetina
1 10 990 1
2 20 980 1
3 30 970 1
4 40 960 1
5 50 950 1
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Del stock de quercetina (3mg en 3 mL de MeOH) tomar:

[ 1ppm pL stock de uL de MeOH AlClz al 2%
quercetina
6 6 994 1
7 7 993 1
8 8 992 1
9 9 991 1
10 10 990 1
20 20 980 1
30 30 970 1
40 40 960 1
50 50 950 1
60 60 940 1
70 70 930 1
80 80 920 1
90 90 910 1
100 100 900 1

Stock del extracto

Se pesan 3mg del extracto etandlico y se disuelven en 3 mL de MeOH grado HPLC
Blanco

Se toma 1 mL del stock del extracto y 1 mL de MeOH grado HPLC.

Problema

Se toma 1 mL del stock del extracto y se le agrega 1 mL de AlClz al 2%.

Se vierten 200 uL de las soluciones preparadas para la curva patrén, el problema,

el blanco y el control negativo en una placa de ELISA, por triplicado.

Después de 10 minutos de reaccion a temperatura ambiente se determina la

absorbancia a 450 nm.
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Interpretacién de resultados

Se grafica la concentracion contra la absorbancia para obtener la curva patréon de
quercetina. Para el problema, se realiza un analisis de regresion lineal y se interpola

el promedio de la absorbancia de la muestra a evaluar.

Los resultados de expresan como equivalentes de quercetina/g de extracto.

1.8 y =0.0165x - 0.0378
R?=0.9938
1.6 /
1.4
= 1.2 .
g == Flavonoides
- 1
R == 50 ppm
(¢}
c 0.8
s 100 ppm
o 06
38 «3¢=500 ppm
< 04
——Lineal (Flavonoides)
0.2
0 I I I I I ]
0.2 20 40 60 80 100 120

Partes por millon
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Apéndice 10

Método de reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH+) (Okusa et
al, 2007)

El 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPHe) es un radical libreo, con un electron
desapareado que le da una coloracion violeta y que no se dimeriza. Cuando el
DPPHe- esta en contacto con una sustancia que le puede donar un atomo de
hidrégeno, éste se reduce, produciendo un cambio de color de violeta a amarillo,

coloracion dada por el grupo picril (Molyneux, 2004).

Con base en lo anterior, la Capacidad Antioxidante Media (CAso) se evalua midiendo
el grado de decoloracion de una solucion metandlica de DPPHe, por la adicién del
compuesto activo a diferentes concentraciones (1-100 ppm). A partir de la medicién
obtenida por medio de espectrometria UV-VIS, se determina la concentracion a la

cual el radical es reducido al 50 %.
Solucion DPPH

Se prepara en un matraz aforado, colocando 0.00197g (0.002g) y 50 mL de MeOH
grado HPLC.

Stock del extracto

Se prepara una solucion con 5 mg del extracto o fraccidn a evaluar y se disuelven
en 5 mL de MeOH grado HPLC

Las concentraciones a evaluar son 1, 2, 4, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm, las
cuales se preparan en frascos de 1 mL.

Para la concentracion de 1, 2, 3 y 4 ppm hacer:

Del stock (5 mg en 5 mL de MeOH) se toman 20 pL (que llevaran 20 ug) y se
adicionan 180 yL de MeOH para tener un volumen fina de 200 pL. De este nuevo

stock se tomaran las siguientes cantidades:
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[ ]ppm uL stock uL de MeOH
1 10 990
2 20 980
3 30 970
4 40 960
Del stock (5mg en 5 mL de MeOH) tomar:

[ 1ppm uL stock uL de MeOH
5 5 995
6 6 994
7 7 993
8 8 992
9 9 991
10 10 990
20 20 980
30 30 970
40 40 960
50 50 950
60 60 940
70 70 930
80 80 920
90 90 910
100 100 900
150 150 850
200 200 800
250 250 750
300 300 700
400 400 600
500 500 500
600 600 400
700 700 300
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800 800 200
900 900 100
1000 1000 0

Aplicacién de sustancias

En una placa de ELISA se adicionan 50 pL de la solucién problema a diferentes
concentraciones (1-1000 ppm) por triplicado, para agregar posteriormente 150 pL
de la solucion metandlica de DPPH. Inmediatamente se protege de la luz
envolviéndola con papel aluminio y se incuba durante 30 minutos a 37°C. Luego de

incubar, se determina la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA.
Blanco

Se llenan pozos con 200 uL de metanol.

Interpretacién de resultados

Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reducciéon, que se calcula

con la siguiente formula:

% Reduccion de DPPH= (C-E/C)*100
En donde:
C=Absorbancia del DPPH disuelto en MeOH

E= Absorbancia experimental (Mezcla de DPPH (150 uL) + solucién problema
(50uL)).
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Apéndice 11
Deteccion cualitativa de alcaloides

Las dos técnicas de deteccion cualitativa de alcaloides se basan en la capacidad de
los alcaloides para combinarse con yodo y metales pesados como el bismuto,
mercurio y tungsteno, formando precipitados visibles. Estos ensayos preliminares

se pueden realizar en campo o laboratorio.
I. Dragendorff

Es una de las técnicas mas utilizadas para la deteccidén de alcaloides. Se utiliza el

reactivo de Dragenforff.

Primero, se disuelve la muestra problema con &cido clorhidrico al 5% para
posteriormente filtrar y agregar el reactivo de Dragendorff (que es tetrayodo bismuto
de potasio). En caso de formarse un precipitado rojo-naranja, se confirma la

presencia de alcaloides en la muestra.
Il. Mayer

Esta técnica también es muy usada para la deteccion de alcaloides y se puede

utilizar para confirmar los resultados obtenidos con el reactivo de Dragendorff.

Se realiza exactamente el mismo procedimiento que en la técnica de Dragendorff,
solo que agregando el reactivo de Meyer, que se compone de cloruro de mercurio
y potasio. En este caso, la prueba se declara positiva si se obtiene un precipitado

de color blanco o amarillo claro.
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Apéndice 12
Cuantificacion de Alcaloides (Shamsa et al., 2008)

Se recomienda utilizar esta técnica en caso de detectar alcaloides en la muestra

con la que se esta trabajando.

Se basa, por un lado, en la reaccion del verde de bromocresol, el colorante utilizado
dentro de la técnica, para estabilizarse al momento de encontrarse en un medio
acido (entre 4 y 5 en la escala de pH). Cuando se encuentra en un medio de esa
naturaleza, se torna azul al desprotonarse, se vuelve amarillo en el momento en que
cae en un medio acido. Por otro lado, la precipitacion de los alcaloides en medios
acidos es muy importante, debido a que en el momento en que se encuentran en
un medio acido, tienden a precipitarse (este es el mismo fundamento que las
técnicas de deteccion cualitativa). Dentro de esta técnica, ambos principios se unen,
ya que a la hora de hacer lavados con cloroformo, este solvente es capaz de
arrastrar los alcaloides acidificados, coloreados con el verde de bromocresol que, al
caer en un medio acido (es decir, el cloroformo con los alcaloides) se torna

amarillento, siendo esto lo que se mide por espectrometria.
Preparacion de reactivos
l. Verde de bromocresol

Se pesan 69.8 mg de verde de bromocresol, los cuales se disuelven en 3 mL de
una solucién de hidréxido de sodio (NaOH) 2 N. Una vez disuelto el colorante, se

afiaden otros 5 mL de agua destilada.

Es necesario calentar un poco la mezcla con la finalidad de disolver bien el azul de
bromocresol. Una vez disuelto perfectamente, se afora a un litro afiadiento agua

destilada.
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Il. Buffer de fosfato (pH 4.7)

Para el buffer se requiere una solucién 2 M de fosfato de sodio, la cual se prepara

pesando 21.6 gramos de Na2HPO4 y se disuelven en un litro de agua destilada.

Para ajustar el pH a 4.7 se utiliza una solucién de acido citrico en las proporciones
de 42.02 g para un litro de solucién. Con ayuda de un potencidmetro, se ajusta el

pH de la solucion hasta llegar a 4.7

Nota: En caso de observarse poca variacion al afadir gotas de acido citrico,

preparar una nueva solucion mas concentrada.
lll. Estandar de atropina

Para realizar la curva patron, se hace un stock de atropina en una concentracion de

100 pg/mL de agua destilada.
IV. Stock del problema

En el caso del problema, se prepara un stock con la concentracion de 2 mg/mL de

agua destilada.
V. Preparacioén de la curva

Una vez que se han preparado los stocks de atropina y del problema, se procede a

colocar en tubos de ensayo las siguientes cantidades:

mL de stock Atropina (mg) Buffer fosfato Verde de
(4.7 pH) mL bromocresol mL
0.2 0.02 2.5 2.5
0.3 0.03 2.5 2.5
0.4 0.04 2.5 2.5
0.5 0.05 2.5 2.5
0.6 0.06 2.5 2.5
0.8 0.08 2.5 2.5
1.0 0.1 25 25
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En el caso del problema, se toma una alicuota de 1.2 mL, que llevara una

concentracion de 2.5 mg del extracto.
*Lavados de cloroformo

Para obtener los alcaloides a medir, es necesario realizar lavados con cloroformo.
Para este efecto, se afiaden secuencialmente 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mL. Con ayuda de
un agitador automatico, se mezcla perfectamente bien en cada lavado; el uso del
agitador es necesario para asegurarse de que el cloroformo arrastre la mayor
cantidad posible de alcaloides de la muestra. Una vez agitado, en el fondo del tubo
se formara un precipitado amarillento, el cual debe recogerse con una pipeta

Pasteur y trasladarse a otro tubo.

Nota: De preferencia, comenzar a recoger el precipitado después del segundo

lavado.
VI. obtencion e interpretacién de resultados

Una vez obtenidos los lavados de cloroformo de las concentraciones de la curva

patrén y del problema, se leen en un espectrofotometro a 470 nm.

Para interpolar la muestra problema, se realiza un analisis de regresion lineal y se

reporta como miligramos equivalentes de atropina por gramo de extracto.

Cuantificacion de alcaloides
y =2.9629x + 0.0305

0.35 R? = 0.9626
0.3 /

E_ 0.25
-§ 0.2 9—curva patrén
.'é 0.15 == Colecta febrero
]
é 0.1 Colecta marzo

0.05 ——Lineal (curva patrén)

0 / T T 1
0 0.05 0.1 0.15

Concentracion (mg)
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Apéndice 13
Extraccion de alcaloides

Esta técnica se basa en las capacidades de los alcaloides, por un lado, para
disolverse en un medio acido, y por el otro, para ser arrastrados por solventes de

baja polaridad, como es el caso del cloroformo.

Procedimiento

e Se disuelven 100 mg del extracto problema en 50 mL de una solucién de
acido clorhidrico (HCI) con una normalidad de 0.1.

e Se realizan de uno a tres lavados con cloroformo y se conserva la fase
superior (es la fase acidulada).

e Se agrega bicarbonato de sodio (NaHCO3) suficiente para llevar la solucién
a una concentracion de bicarbonato 0.2 N (verb. Se utilizan 0.84 gramos de
carbonato para 50 mL de solucion acidulada).

e Se espera a que termine la reaccién de neutralizacion y se realizan otros tres
lavados de cloroformo. El cloroformo se recupera y se deja evaporar (En esta

extraccion van disueltos los alcaloides).
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Apéndice 14
Cuantificacion de xantofilas por espectrometria

Este método se utiliza para cuantificar la proporcion total de xantofilas totales en los
pigmentos, y se basa en una extraccion por saponificacion de los pigmentos con

hidroxido de potasio.

Muestra de pigmentos

Se pesan 200 mg del extracto y se colocan en un matraz ambar aforado de 100 mL.
Disolucién extractora HEAT

Se prepara con hexano: etanol absoluto: acetona: tolueno en proporcion 10:6:7:7

para preparar 30 mL.

Disolucion acuosa de sulfato de sodio al 10%

Se pesan 5 g de Na2S0Os y se disuelven en 50 mL de agua destilada.
Disolucion de hidréoxido de sodio al 40%

Se pesan 2 g de KOH y se disuelven en 5 mL de metanol grado HPLC.
Blanco

Se prepara una disolucién HEAT:hexano (1:1)

HEAT (1000 pL:600 pL:700 uL:700 pL); Metanol (3 mL).

Preparacion del extracto

1. Se anaden 3 mL de la solucion HEAT al matraz ambar con el extracto y se
agita vigorosamente durante 3 minutos.

2. Posteriormente, se anaden 2 mL de la solucion de hidréxido de potasio al
40% y se agita suavemente.

3. Se coloca el matraz en bafio maria a 56°C durante 20 minutos y se acopla

un refrigerante para evitar la evaporacion del solvente.
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. Pasados los 20 minutos, se enfria el matraz con un trapo humedo y se
afaden 30 mL de hexano para volver a tapar y agitar.
. Se lleva al aforo con la disolucién de sulfato de sodio al 10%, se tapa y se
agita durante 2 minutos.
. Se deja en reposo hasta la clarificacion de la epifase en la oscuridad durante
1 hora.
. Se determina la absorbancia de la epifase a 474nm (la absorbancia debe ser
menor de 1; si es mayor, se debe diluir con hexano). Una vez obtenida la
absorbancia, se aplica la siguiente formula:

(Abs*D)/(g de M x 236)
Donde:
Abs: Absorbancia
D: Factor de disolucion=50
g de M: gramos de muestra
236: Absortividad de la trans-luteina

. Por ultimo, se mide el volumen total de la extraccidén (parte de arriba) y se

guarda en frascos ambar.
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Apéndice 15

Cuantificacion de la proporcién de xantofilas por Cromatografia Liquida de
Alta Resoluciéon (HPLC)

Este método se utiliza para cuantificar la proporcion de xantofilas totales en
pigmentos, y la extraccion se basa en la marginacion diferencial debida a la

polaridad de la molécula y la deteccidén por absorbancia de la molécula.

Muestra de pigmentos

Se pesan 200 mg del extracto y se colocan en un matraz ambar de 100 mL aforado.
Disolucion extractora HEAT

Se prepara con hexano: etanol absoluto: acetona: tolueno en proporcion 10:6:7:7

para preparar 30 mL.

Disolucion acuosa de sulfato de sodio al 10%

Se pesan 5 gr de Na2SO4 y se disuelven en 50 mL de agua destilada.
Disolucion de hidréoxido de sodio al 40%

Se pesan 2 gr de KOH y se disuelven en 5 mL de metanol grado HPLC.
Blanco

Se prepara una disolucién HEAT:hexano (1:1)

HEAT (1000 pL:600 pL:700 uL:700 pL); Metanol (3 mL).

Trizma base

Se pesan 0.1211 gr de Trizma Base y se afora a 10 mL de agua destilada
Fase movil

Disolvente A= Acetronitrilo:metanol:Tris HCI 0.1M pH 8 (72:8:3)

Disolvente B= Metanol:hexano (40:10)
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*En ambos casos se prepara el doble de los disolventes.

Preparacion del extracto

1.

7.

Se afaden 3 mL de la solucion HEAT al matraz ambar con el extracto y se
agita vigorosamente durante 3 minutos.

Posteriormente, se afiaden 2 mL de la solucién de hidroxido de potasio al
40% y se agita suavemente.

Se coloca el matraz en bafio maria a 56°C durante 20 minutos y se acopla
una solucion refrigerante para evitar la evaporacion del solvente.

Pasados los 20 minutos, se enfria el matraz con un trapo humedo y se
afaden 30 mL de hexano para volver a tapar y agitar.

Se lleva al aforo con la disolucion de sulfato de sodio al 10%, se tapa y se
agita durante 2 minutos.

Se deja en reposo hasta la clarificacion de la epifase en la oscuridad durante
1 hora.

Se inyectan 30 L de la fase superior en el cromatografo de liquidos.

Para las condiciones del HPLC se coloca en la columna ODS-1-5 p lenght 2500

mm/400 mm con la fase movil se mantiene a flujo a 2 mL/min.

Condiciones de polaridad

Se mantiene el disolvente A durante 5 minutos. Posteriormente a 7.5 minutos. Pasar

a 100% del disolvente B y mantenerlo 7.5 minutos.

La longitud de onda del detector debe estar fija a 440 nm.

Detector DAD barrido de 200 a 600nm.

El tiempo de la corrida es de 15 minutos por cada muestra de pigmentos.
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Apéndice 16
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

En la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), la
muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La
eluciéon se produce por flujo de una fase mévil de un gas inherte y a diferencia de la
mayoria de los tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las
moléculas del analito; su unica funcién es transportar el analito a través de la

columna.
El equipo utilizado es:

a) Cromatografo de Gases modelo 6850 y un Espectrémetro de Masas Modelo
5975 C, marca Agilent Technologies.
b) Columna RTX 30 m de largo por 0.25 mm de diametro interno y 25 micras de

pelicula.
Condiciones de corrida para las fracciones (método hexanico)

e Temperatura del inyector: 250°C

¢ Modo de inyeccion: Split

e Radio: 33.5:1

e Purga de flujo de Split: 29.9 mL/mn

¢ Flujo de corrida: 35cm/seg

e Temperatura inicial: 70°C

e Rampa de calentamiento: 15°C por minuto hasta 290°C, se mantiene 6
minutos.

e Tiempo de corrida total: 26.67 minutos

e Linea de transferencia: 290°C
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Detector del Espectrometro de Masas:

e Meétodo de adquisicidon de datos: Full Scan

e Rango de masas: 35-600 m/z

e Temperatura de la fuente del cuadruplo: 150°C
e Temperatura de la fuente de ionizacién: 230°C

e Impacto electronico: energia de 70 eV
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Apéndice 17

Cromatografia liquida de alta presion (HPLC) (Gros et al., 1985; Mathews et al.,
2002)

Este método es ampliamente utilizado para la separacion, identificacion, purificacion
y cuantificacion de componentes de productos naturales (Gurib-Fakim, 2006). Es un
tipo de cromatografia en columna, se utiliza para separar componentes de una
mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones entre las sustancias

analizadas y la columna cromatografica.

Los elementos que participan en la interaccion de un HPLC son la fase movil, la fase

estacionaria y la muestra.

En el HPLC el compuesto (muestra) pasa por la columna cromatografica a través
de la fase estacionaria, la cual presenta pequefias particulas con ciertas
caracteristicas quimicas en su superficie. La muestra pasa mediante el bombeo de
liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna. La muestra analizada es
introducida y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las
interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que se adelantan
por la columna. El grado de retencion de los componentes depende de la naturaleza
del compuesto de la composicion de la fase estacionaria y de la fase mévil. El tiempo
que tarda un compuesto en ser eluido se denomina tiempo de retencion y se
considera una caracteristica que identifica a un compuesto en una determinada fase
movil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de cromatografia
incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y reduce asi

su difusidon dentro de la misma, mejorando la resolucion de la cromatografia.

EL extracto metandlico que se analizé en el HPLC, presentan las siguientes

condiciones:

e Columna Discovery C-18 de 250 x 4.6 mm con un tamano de pelicula de 5

gm.
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Extracto metandlico: Se corri6 de forma isocratica con una mezcla de
metanol-acetonitrilo-agua (25.25:50)

Fracciones activas: se corrié con una mezcla de MeOH-acetonitrilo-H2POa4-
H20 (25:25:0.1:50)

Flujo: 1 mL/min

Detector de arreglo de diodos (DAD)

Longitud de onda de 260nm, realizando un barrido completo de 200-400nm.
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Apéndice 18

Cromatografia liquida de alta presiéon acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS)

La cromatografia liquida de alta presion acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-EM) facilita el analisis de muestras que tradicionalmente han sido dificiles
de analizar por GC-MS, es decir, analitos poco volatiles. Como resultado, la técnica

es ampliamente utilizada en el analisis de farmacos, proteinas, etcétera.

Los sistemas de ionizacion que han hecho posible este desarrollo son los sistemas
API-El y APCI. De esta forma de pueden analizar compuestos de peso molecular
de hasta 100 kDa, con un rango de polaridades que van desde analitos no polares

hasta los muy polares.

La LC-MS (por sus siglas en inglés) combina el poder de separacion de los
materiales de gran peso molecular de la HPLC y la capacidad de deteccion selectiva

y confirmacién de la identidad molecular de la espectrometria de masas.

Aunque la LC-MS utiliza un sistema de HPLC, en el punto en que las fases maoviles
de liquidos abandonan la columna, la muestra liquida es rociada para producir
microgotas, las cuales, al ser evaporadas rapidamente, liberan moléculas de
analitos ionizadas que, a continuacion, pueden separarse en el espectrometro de

masas.

Los espectros de masas obtenidos por HPLC-MS suelen ser mas sencillos que los
obtenidos en GC-MS debido a que el nivel de fragmentacion de las moléculas es
menor. El inconveniente de los espectros es que dependen parcialmente de los
parametros de ionizacién, que no pueden ser considerados cono huella dactilar del
compuesto, por lo que la comparacion de espectros estandares no es posible. Por
esta razén, la comparaciéon del espectro de masas de analitos con patrones debe

realizarse en las mismas condiciones.

En el HPLC el compuesto (muestra) pasa por la columna cromatografica a través

de la fase estacionaria, la cual presentara pequefas particulas con ciertas
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caracteristicas quimicas en su superficie. La muestra pasara mediante el bombeo
del liquido (fase mdvil) a alta presion a través de la columna. La muestra a analizar
es introducida y sus componentes son retrasados dependiendo de las interacciones
quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que se adelantan por la
columna. El grado de retencion de los componentes de la muestra dependera de la
naturaleza del compuesto, de la composicion de la fase moévil y de la fase
estacionaria. El tiempo que tarda un compuesto en ser eluido de la columna se
denomina tiempo de retencion y se considera una propiedad caracteristica que
identifica a un compuesto en una determinada fase movil y estacionaria. La
utilizacién de presion en este tipo de cromatografia incrementa la velocidad lineal
de los compuestos dentro de la columna y reduce su difusion dentro de la misma,

mejorando la resolucién de la cromatografia.

El analisis de las muestras se realiz6 mediante perfiles cromatograficos en HPLC
acoplado a un espectrometro de masas, empleando un equipo Infinity, y de los
cuales, la columna e inyector son modelo 1269 y la columna 1290; el espectrometro
de masas Agilent Technologies 6230 TOF. Para este fin, se utilizé una columna
Kinetex 2.6u, C1800A (150 x 2.1 mm) (Phenomenex) y una fase mévil en gradiente
de dos lineas (A y B), donde A= Agua grado HPLC-Acetonitrilo (90:10) y B= Metanol
grado HPLC-Atonitrilo (90:10). A ambas se les agrego 0.1% de acido formico. El

cromatograma fue comparado con los estandares.
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Apéndice 19

Antibiogramas

Los antibiogramas son estructuras que contienen antiobidticos de amplio espectro

y que sirven como un referente para saber cual es la sensibilidad de las cepas

bacterianas que se tienen en el laboratorio.

En el Laboratorio de Farmacognosia de la UBIPRO (FES Iztacala), se tiene el

registro de los siguientes antibiogramas:

a) Antibiogramas para bacterias Gram positivas

Cuadro 23 Antibiogramas para bacterias Gram positivas.

Cepa Am E CF | PE | PEF | CXM | CTX | SXT | CAZ | DC | GE | TE

Streptococcus mutans ATCC 35668 10 19 8 9 19 9 9 29 9 10 | 15| 9
Streptococcus mutans CDBB-B1455 9 20 9 6 12 8 8 9 10 9 12 | 8
Staphylococcus aureus ATCC 12398 6 20 | 24 | 8 30 8 9 39 9 8 | 28 | 25
Staphylococcus aureus ATCC25923 8 22 | 8 8 14 8 8 16 8 8 | 13 | 25
Staphylococcus aureus ATCC 33592 8 22 |21 9 29 21 13 30 8 8 | 28 | 26
Staphylococcus aureus 85S met. Resistente 8 8 17 | 9 | 22 10 9 29 9 9 | 30 | 31
Staphylococcus epidermidis Caso clinico 0 22 | O 0 | 38 0 24 | 29 0 0 | 27 | 23
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 8 8 18 | 8 27 9 8 30 8 8 | 30| 30
Enterococcus faecalis CDBB-B-1533 10 11 9 | 10 | 19 11 11 32 10 | 10 | 9 | 13
Enterococcus faecalis ATCC 29212 10 15 | 10 | 10 | 22 10 15 30 9 13 | 15 | 12
Actinomyces viscosus WFCC 449 18 | 23 | 30| 11| 23 15 24 26 9 10 | 25 | 25

Los resultados estan expresados en mm.

112




b) Antibiogramas para bacterias Gram negativas

Cuadro 24. Antibiogramas para bacterias Gram negativas.

Cepa LEV | FEP | CF | CTX | SXT | Am | CRO | NF | NET | GE | AK CL
Pseudomonas aeruginosa 30 8 29 8 32 18 12 28 | 22 22 22 22
CDBB-B 999
Pantoea agglomerans CDBB-B 23 13 | 19 | 27 8 25 29 12 | 23 21 24 25
959
Enterobacter aerogenes CDBB-B | 28 29 9 21 28 8 28 11 26 21 27 24
958
Enterobacter cloacae FESC 24 8 9 9 9 8 9 19 | 21 | 22 | 24 | 25
Enterobacter aerogenes FESC 28 21 9 10 20 9 20 13 | 22 20 23 20
Escherichia coli FESI, Caso 20 9 8 15 28 8 11 | 23 | 22 18 25 21
clinico 1
Escherichia coli FESI, Caso 33 25 | 17 | 28 30 | 15 34 | 24 | 28 26 26 24
clinico 2
Escherichia coli 28-MR 24 21 | 10 | 23 27 8 29 19 | 25 19 25 21
Shigella flexneri 25 20 | 10 | 21 28 9 27 18 | 22 20 25 19
Proteus mirabilis, Caso clinico 32 20 | 13 | 27 28 15 33 13 | 24 17 22 19
H.L.A.
Vibrio cholera, Caso clinico 27 8 25 8 19 9 10 | 31 | 22 22 22 22
Salmonella typhimurum, FESC 24 | 19 8 13 19 8 26 9 22 20 | 25 8
Vibrio cholerae CDBB-1159 25 20 | 20 | 26 22 17 28 | 25 | 26 15 19 30
Enterobacter aerogenes CDBB-B | 29 18 9 14 20 9 16 | 12 | 23 17 25 19
968
Salmonella typhi CDBB-B 1111 27 | 19 | 9 14 | 18 9 23 | 13 | 22 17 | 23 | 22
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a) Contenido de multidiscos para bacterias Gram positivas

Antibidtico clave Contenido ug
Ampicilina AM 10
Cefalotina CF 30
Cefotaxima CTX 30
Cefepime FEP 30
Cefuroxina CXM 30
Dicloxacilina DC 1
Eritromicina E 15
Gentamicina GE 10
Levofloxacina LEV 5

Penicilina PE 10U

Tetraciclina TE 30
Trmetoprim-Sulfametoxazol SXT 25

b) Contenido de multidiscos para Gram negativas

Antibidtico clave Contenido ug
Amikacina AK 30
Ampicilina AM 10

Levofloxacina LEV 5

Cefalotina CF 30
Cefotaxima CTX 30
Ceftriaxona CRO 30
Cloranfenicol CL 30
Gentamicina GE 10
Nietilmicina NET 20
Nitrofurantoina NF 300
Cefepime FEP 30
Trimetoprim-Sulfametoxazol SXT 25
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c) Sensibilidad

Contenido del

Diametro del halo

Agente microbiano Cepa
disco
R I S

Amikacina Enterobacteriaceae 30 ug <14 15-16 |>17

Ampicilina 10 pg
Enterobacteriaceae <13 14-16 |>17
Staphylococcus spp. <28 - >29
Enterococcus spp <16 - >17
Streptococcus spp - - >24

Carbenicilina 100 pg
Enterobacteriaceae <19 20-22 |>23

Pseudomonas
_ <13 14-16 |>17
aureoginosa
Cefalotina Enterobacteriaceae 30 ug <14 15-17 |>18
Cefepime " 30 ug <14 15-17 |>18
Cefotaxima " 30 ug <14 15-22 |>23
Ceftazidima " 30 ug <14 15-17 |>18
Ceftriaxona " 30 ug <13 14-20 |>21
Cefuroxima " 30 ug <14 15-22 |>23
Cloranfenicol " 30 ug <12 13-17 |>18
Dicloxacilina 1ug
11.0-
Staphylococcus spp <10 >13
12.0

Enoxacina Enterobacteriaceae 10 ug <14 15-17 |>18

Eritromicina 15 ug
Enterococcus spp. <13 14-22 |>23
Gentamicina Enterobacteriaceae 10 ug <12 13-14 |>15
Levofloxacina " 5ug <13 14-16 |>17
Netilmicina " 30 ug <12 13-14 |>15
Nitrofurantoina " 300 pug <14 15-16 |>17
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Pefloxacina 5ug <14 15-22 |>23
Penicilina 10U
Staphylococcus spp <28 - >29
Enterococcus spp. <14 - >15
N. gonorrhoeae <26 27-46 |>47
Streptococcus spp - - >24
Tetraciclina Enterobacteriaceae 30 ug <14 15-18 |>19
Trimetoprim- 11.0-
25 ug <10 >16
Sulfametoxazol 15.00

R= Resistente; |= sensibilidad intermedia; S= Sensible
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