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Resumen

W. americana es conocida como cenizo, pertenece a la familia Sterculiaceae. Es
utilizada en la medicina tradicional como antidiarreico, desinflamatorio,
analgésicos y antiséptico. En estudios previos de la especie se ha reportado
efecto analgésico y antiinflamatorio sin embargo no se ha estudiado el efecto
antimicrobiano. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana
de W. americana. Se colecté en Santiago Quiotepec, municipio de Cuicatlan,
Oaxaca; con numero de colecta JOMO030. Los extractos se obtuvieron por medio
de maceracién con hexano, acetato de etilo y metanol. La evaluacién de la
actividad antimicrobiana de los extractos se determind en 20 cepas bacterianas,
tres cepas de hongos levaduriformes y cuatro miceliados. Los métodos utilizados
fueron; difusion en agar Kirby-Badier, inhibicién del crecimiento radial y dilucién en
agar, curva de sobrevivencia y caracterizacion fitoquimica cualitativa. El extracto
activo fue: el metandlico, inhibiendo el crecimiento de seis cepas bacterias Gram
positivas y una Gram negativa. En las curvas de sobrevivencia los extractos de
acetato de etilo y metandlico presentaron un efecto bactericida sobre K.
pneumoniae ATCC 13883, S. aureus cc y S. epidermidis ATCC 12228 después de
doce horas de someter a los microorganismos al extracto en las concentraciones
de 9 mg/mL. En la evaluacion de la actividad antifangica A. niger fue la cepa mas
susceptible al extracto acetato de etilo y metandlico (CFs=1.32 y 1.21 mg/mL
respectivamente). En la caracterizacién fitoquimica se detectaron fenoles, taninos,
glucosidos, cumarinas y esteroides en el extracto acetato de etilo y metandlico.

Por lo tanto se valida el uso de W. americana en la medicina tradicional.

Palabras clave: Medicina tradicional, actividad antibacteriana y Waltheria

americana.



Introduccién

La medicina tradicional forma parte del patrimonio cultural de la humanidad, y se
ha desarrollado en diversos paises con caracteristicas propias, dependiendo de
los recursos disponibles y esto ha sido el resultado de una evolucion lenta, pero
avalada por la experiencia practica. El empleo de las plantas para la alimentacion
del hombre y la curacién de diversas enfermedades, se remonta a unos 2 millones
de afios, ésta es la forma més antigua de atencion médica que se ha conocido en
la humanidad (Chifa, 2010).

Actualmente la medicina tradicional es un componente importante para los
servicios de salud, suele practicarse cotidianamente y segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 2002, la demanda de estos servicios va en
aumento. Para la OMS la medicina tradicional es considerada como la suma de
conocimientos tedricos y practicos, los cuales son utilizados para el diagnostico,
prevencion y supresion de trastornos fisicos, mentales o sociales, basados en la
experiencia y la observacion, y éstos son transmitidos verbalmente o por escrito

de una generacion a otra (OMS, 1978).

Segun la OMS entre el 66% y 85% de la poblacién mundial recurre a la herbolaria
para atender diversos padecimientos y enfermedades (Villavicencio y Pérez,
1995). Es una costumbre ancestral que ha sido utilizada hasta la época actual
(Martinez y Marinoff, 2008). Las personas con el conocimiento sobre la medicina
tradicional viven y trabajan en comunidades indigenas, ya que en muchas
ocasiones es el unico recurso terapéutico de estas localidades y grupos étnicos
(OMS, 2002).

En América Latina, especialmente en México la medicina tradicional representa
una opcién importante de respuesta ante las necesidades de atencién a la salud y
esto gracias a la herencia cultural, pero a su vez ha ido contribuyendo a la
medicina moderna, permitiendo realizar diversas investigaciones como el

aislamiento de los principios activos de la parte de la planta que tiene efectos



terapéuticos y han contribuido al tratamiento de diversas enfermedades causadas

por bacterias y hongos (Nigenda et al., 2001).

Las bacterias son células procariéticas sin nucleo definido, tienen una estructura
sencilla en comparacion con las células eucariotas; sus formas y tamafios son
variados. Algunas bacterias forman endosporas resistentes para sobrevivir en
ambientes extremos en estado de reposo. De acuerdo a su forma las bacterias
pueden ser bacilos, cocos y espirilos. Carecen de sistemas de membranas
internas y en el citoplasma se localizan los cuerpos de inclusién, los ribosomas y
el nucleoide con el material genético. Poseen una membrana plasmatica y una
pared celular compleja que contiene péptidoglicanos, éstos les protege frente a
sustancias toxicas por lo que es el blanco de accion de varios antibiéticos (Schulz
et al, 1999).

Las bacterias se clasifican en gram-positivas y gram-negativas, en funcion de la
pared celular y la respuesta a la tincion con el reactivo de Gram. La pared de una
bacteria gram-negativa es compleja, posee una capa de péptidoglicanos que
rodea la membrana plasmatica y una membrana externa, mientras que la pared de
las bacterias gram-positivas estd formada por una capa de péptidoglicanos
separada de la membrana plasméatica por el espacio periplasmico (Kong et al,
2010).

Los hongos son organismos eucariotas, las células de los hongos se diferencian
de las de las plantas en la composicion de la pared celular, en la carencia de
cloroplastos y clorofila; y de las humanas en que tienen pared celular y en la
presencia de ergosterol en la membrana citopldsmica. En el exterior de la
membrana citoplasmica, presentan una pared celular que esta compuesta
fundamentalmente por polisacaridos y por diversas proteinas. Los polisacaridos
mas importantes son la quitina, el manano y el glucano. Los hongos presentan dos
tipos de morfologias: una multicelular denominada filamentosa y otra unicelular

denominada levaduriforme (Bial-Aristegui, 2002).



Los hongos filamentosos representan el crecimiento mas tipico de los hongos
microscépicos en medios de cultivo sdélido y también sobre cualquier superficie en
la que se desarrollen; por ejemplo frutas u otros alimentos, producen colonias
algodonosas o pulverulentas que son muy caracteristicas. Presentan unas
estructuras tubulares, formadas por mdiltiples células, que se denominan hifas,

éstas normalmente se desarrollan a partir de esporas (Bial-Aristegui, 2002).

Los hongos que presentan crecimiento levaduriforme generalmente dan lugar a
colonias lisas. Dichas colonias estan formadas por agregados de células
individuales denominadas levaduras. Los hongos levaduriformes se dividen por

gemacion o por fision binaria (Bial-Aristegui, 2002).

Estos organismos obtienen los nutrientes por absorcién y tienen un metabolismo
quimio heterétrofo, ya que obtienen la energia y el carbono de compuestos
organicos sintetizados por otros organismos. Este hecho condiciona su modo de
vida, ya que en la naturaleza se encuentran asociados a la materia orgénica en
descomposicion, participando en los ciclos naturales de reciclado del carbono y
otros elementos naturales o como patégenos oportunistas de los animales y
plantas. Los hongos pueden degradar una gran cantidad de componentes, para lo
que disponen de potentes exoenzimas que en algunos casos pueden servirles

como factores de virulencia en el hospedero (Bial-Aristegui, 2002).

Tradicionalmente, las plantas medicinales se usan como fuentes de tratamiento de
enfermedades (Holetz et al., 2002); ya que los principios activos que se obtienen
de éstas, proceden de una enorme cantidad de compuestos llamados metabolitos
secundarios (MS) (Soto, 2011).

Los MS son moléculas activas generadas por especies vegetales que no son
necesarias para el crecimiento y la reproduccion de la planta, pero cumplen con
funciones muy importantes como: defensivas contra insectos, bacterias y hongos.
Comunmente las mayores concentraciones de estos tipos de compuestos se

encuentran en hojas, flores y semillas (Soto, 2011).



México en el ambito mundial, con respecto al nUmero de especies de plantas,
ocupa el quinto lugar en diversidad biolégica y se estiman alrededor de
7,000 especies con algun tipo de uso, se han registrado 4,000 especies con
atributos medicinales (15% de la flora total mundial); entre 3,500 a 4,000 son
empleadas por la poblacibn mexicana; 3,600 se recolectan de forma silvestre;
1,500 son utilizadas regularmente sin procesar y 35 especies se encuentran

amenazadas por factores externos. (Ocegueda et al., 2005).

Dentro de las especies con atributos medicinales se encuentra Waltheria
americana perteneciente a la familia Sterculiaceae, la cual posee caracteristicas
herbaceas, generalmente cubierta de pelos suaves en hojas y tallos (Baudillo,
2008). La planta florece después de los seis meses de crecimiento y lo realiza
continuamente hasta su muerte. Sus flores son amarillas y su reproduccién esta
asegurada por semillas (Saunders, 2011), aunque pueden ser polinizadas por
abejas o avispas (Jodo y Martins, 1998). Se localiza en todos los trépicos y
subtropicales mas calidos. La especie es nativa del Nuevo Mundo donde se
produce desde Florida y Texas a Brasil. La planta se ha utilizado como una
infusidn o decoccién, la cual puede alcanzar una gran concentracion de sustancias
activas, por lo que se busca encontrar una accion febrifuga, purgativa,

desinflamatorio, analgésica y astringente (Burkill, 2000)(Apéndice 1).


http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0252-82742008000100002&lng=es&nrm=iso

Antecedentes

Se han realizado diversos estudios de acerca de la composicion quimica del
género Waltheria.

Gressler y colaboradores en 2008, aislo tres flavonoides de la planta completa de
W. douradinha los cuales inhiben la produccion de mediadores inflamatorios como

el 6xido nitrico, interleucina 12 y factor de necrosis tumoral.

Olajuyigbe y colaboradores en 2011 realizaron extractos de etanol de hojas, tallos
y raices de W. indica localizada en Nigeria, obteniendo como resultado inhibicion
de cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas. En el analisis cualitativo
fitoquimico de las diferentes partes de la planta indicé la presencia de saponinas,
alcaloides, antraquinonas, flavonoides, taninos, fenoles y glucésidos.

Zongo y colaboradores en 2013 realizaron una recopilacion de W. americana en
distintas fuentes de informacién y obtuvieron como resultado que estudios en
extractos crudos (planta entera o de una parte) y compuestos (5,2',5'-trihidroxi-
3,7, 4'-trimetoxiflavona y  5,2'-dihidroxi-3,7,4",5'-tetrametoxiflavona) mostraron
actividad analgésica, antiinflamatoria, antibacteriana, antimicética, antipaltdica,
antianémica, antioxidante, sedante y anticonvulsiva. Las investigaciones
fitoquimicas mostraron la presencia de alcaloides, ciclopéptidos, flavonoides,
taninos, terpenos, saponinas y antraquinonas. También realizaron estudios de
toxicidad aguda en ratones, indicando que puede ser toxica a una concentracion
DLso de 500 mg/Kg.

Loaiza en 2014 realiz6 un estudio donde utiliz6 extractos acuosos e hidro-
etandlicos de W. americana obtenidos de hojas, tallos y ramas, para probar si
presentaban actividad antiviral durante el ciclo de replicacion de rotavirus en
células MA 104. Obteniendo como resultado que los extractos acuosos e hidro-
etandlicos son capaces de reducir desde un 60-100% la produccion de focos
infecciosos de rotavirus humano sobre células MA 104 al agregarse antes e

incluso después de la infeccién viral.



Justificacion

La planta W. americana es utilizada en la medicina tradicional por comunidades
indigenas para el tratamiento de distintas enfermedades como la diarrea, la
disenteria y los trastornos pulmonares. No existe evidencia cientifica que apoye la
importancia etnomedicinal de esta planta en el tratamiento de dichas
enfermedades, por tanto es importante validar su uso y contribuir al conocimiento

de esta especie.
Hipotesis

Como ya se ha reportado que W. americana recolectada en Africa sintetiza
diversos metabolitos secundarios, los cuales han presentado actividad
analgésica, antiinflamatoria, antibacteriana, entre otras; por lo que es probable que
la misma especie, pero colectada en San Juan Quiotepec, Oaxaca presente

actividad antimicrobiana.
Objetivos
Objetivo general
e Evaluar la actividad antimicrobiana de W. americana.
Objetivos particulares

e Obtener extractos de diferentes polaridades de W. americana y determinar
su rendimiento.

e Evaluar la actividad antimicrobiana cualitativa en cepas de importancia
clinica.

e Evaluar la actividad antimicrobiana cuantitativa: MIC, CBM, CFM y CF50.

e Evaluar el efecto de los extractos sobre la curva bacteriana de crecimiento.

¢ Identificar los principales grupos de metabolitos secundarios.



Area de colecta

La comunidad de Santiago Quiotepec esta situado en el municipio de San Juan
Bautista en Cuicatlan Oaxaca. Se encuentra en el interior de la Sierra Madre
Occidental a una altitud de 545 metros sobre el nivel del mar. Se considera un
clima semiarido, muy seco, ya que recibe un promedio anual de precipitacion
pluvial de 500 mm. La temperatura promedio supera los 25°C alcanzando
temperaturas en verano hasta de 36°C. Las lluvias se presentan durante los

meses de junio a septiembre (Brunel, 2008).

A pesar del tipo de clima que presenta, se distingue por ser una comunidad con un
potencial hidrico favorable, esto se debe a que se localiza a la orilla de cuatro rios
(Mapa 1), principalmente Rio Grande que en Quiotepec se une con el rio Salado,

siendo los dos tributarios del rio Papaloapan (Brunel, 2008).
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Mapa 1. Santiago Quiotepec, Oaxaca. (INEGI 2005)



Metodologia
Colecta de la planta

W. americana se colect6 en la comunidad de Santiago Quiotepec, Oaxaca. Dentro
del municipio de Cuicatlan, entre las coordenadas UTM Xmax: 715000, Ymax:
1981900 y Xmin: 712300, Ymin; 1979200, a una altitud de 545 msnm. Se llevo un
ejemplar al herbario Izta con nimero de colecta JOMO030.

Obtencion de los Extractos

Los extractos de W. americana se obtuvieron de las partes aéreas (tallos y hojas)
por el método de maceracion, utilizando solventes de diferente polaridad (metanol,
acetato de etilo y hexano). Una vez obtenidos los extractos fueron filtrados y
concentrados a presion reducida en un rotavapor. Se determind el rendimiento

total por diferencia de peso (Dominguez, 1973).
Actividad Antibacteriana
Microorganismos utilizados para los bioensayos:

Cepas bacterianas gram positivas: Staphylococcus aureus cc, S. aureus ATCC
29213, S. aureus 23MR, S. aureus FES-C, S. aureus CUSI, S. epidermidis ATCC
12228, S. epidermidis FES-C, Micrococcus luteus ATCC 10240a, Enterococcos
faecalis ATCC 14506.

Cepas bacterianas gram negativas: Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhi ATCC 7251, S. typhi, Klebsiella oxytoca ATCC 8724, K. pneumoniae ATCC
13883, Enterobcter gergoviae ATCC 33028, E. aerogenes ATCC 13048,
Escherichia coli 82MR, E. coli CUSI, Serratia marcescens ATCC 14756, Vidrio
cholerae ATCC 39540, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.



Evaluacién Cualitativa de la Actividad Antibacteriana

Se realiz6 por el método de Kirby-Bater (Apéndice IlI). Cada sensidisco se
impregnd con 2 mg de los extractos a evaluar. Como control positivo se utilizaron
sensidiscos con 25 ug de cloramfenicol y como control negativo sensidiscos con
10 uL de cada uno de los solventes empleados. Cada bioensayo se realiz6 por

triplicado (Koneman et al., 1996).
Evaluacion Cuantitativa de la Actividad Antibacteriana

Los extractos y cepas que presentaron un resultado positivo en la evaluacion
cualitativa de la actividad antibacteriana, se emplearon para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Bactericida Minima
(CBM) por medio de la técnica de dilucion en agar (Apéndice lll), utilizando
concentraciones de 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 y 4.0 mg/mL y un grupo testigo,

cada uno con tres repeticiones (Koneman et al., 1996).
Curvas de Sobrevivencia

Se realizaron con las cepas bacterianas mas sensibles en la evaluacion
cuantitativa de la actividad antibacterana (una Gram positiva y una Gram
negativa), posteriormente se llevd a cabo el monitoreo del crecimiento de las
poblaciones de cepas bacterianas en 9 tiempos, durante 24 horas (Apéndice V),
mismas que se expusieron a diferentes concentraciones de los extractos activos
(1/2CMI, CMI, CBM) y un grupo testigo (Kubo et al., 1993, citado en Avila, 1996).

Actividad Antifingica
Microorganismos utilizados para los bioensayos:

Hongos filamentosos: Tricophyton mentagrophytes, Fusarium sporotrichum, F.

moniliforme, Aspergilus niger.

Hongos levaduriformes: Candida albicans 17MR, C. glabrata cc, C. tropicalis cc.

10



Evaluacion Cualitativa de la Actividad Antifangica

Para las cepas de hongos filamentosos se emple6 el método de inhibicion de
crecimiento radial (Wang y Bun, 2002). Se impregnaron sensidiscos con 2 mg del
extracto, como control negativo se utilizaron sensidiscos con 10 uL de cada uno de
los solventes empleados y como control positivo sensidiscos con 56 ug de
Ketoconazol. Cada bioensayo se realiz6 por triplicado (Apéndice V). La evaluacion
para las cepas levaduriformes se llevé acabo con el método de difusion de Kirby-
Baler mencionado anteriormente, utilizando como control positivo 30 ug de

nistatina y como control negativo 10 uL de cada uno de los solventes empleados.
Evaluacion Cuantitativa de la Actividad Antifungica

Para la determinaciébn de la Concentracion Fungicida Media (CFs) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) se llevé a cabo por el método cuantitativo
de inhibicion del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002) en cepas de hongos
filamentosos (Apéndice VI). Como medio de cultivo se utiliz6 agar de papa
dextrosa (PDA). Las concentraciones para cada bioensayo seran de 0.25, 0.5,

0.75, 1.0, 1.5y 2.0 mg/mL. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.
Caracterizacion Fitoguimica de los Extractos Activos

Los extractos se analizaron mediante las pruebas cualitativas descritas por
Dominguez en 1973 (Apéndice VII), de presencia y/o ausencia de alcaloides
(Mayer), fenoles (Cloruro férrico), taninos (FeCls), glicésidos (Molish), terpenos
(vainilla y acido sulfarico), cumarinas (NaOH), saponinas (prueba de espuma),

esteroides y triterpenos (Reactivo de Lieberman-Buchard) (Dominguez, 1973).
Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de la actividad antimicrobiana se analizaron mediante una

regresion lineal logaritmica para determinar la CFsp, utilizando Excel.

11



Resultados y anélisis

El material vegetal fue identificado como Waltheria americana con el numero de
registro JOMO030 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Datos etnobotanicos de W. americana.

- : Infusion y
Familia Sterculiaceae Forma de uso o
cocimiento
Género Waltheria # de colecta JOMO030
Especie Waltheria americana
Parte utilizada Aérea y raiz
Nombre comun Cenizo

Rendimiento de los extractos de W. americana

La maceracion se realizé a partir de 100 g de la parte aérea de la planta seca. El
extracto metandlico de W. americana fue el que presentd mayor rendimiento
(5.3%), seguido del extracto de acetato de etilo (0.875%), mientras que el extracto
hexanico fue el que presentd menor rendimiento (0.28%) (Cuadro 2). Lo que indica

una mayor concentracion de metabolitos polares.

Cuadro 2. Rendimiento de los extractos de W. americana

Extracto Peso del extracto Rendimiento
(9) %
Hexano 0.845 0.85
Acetato de etilo 0.875 0.88
Metanol 5.300 5.30
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Método cualitativo de la actividad antimicrobiana

Los resultados obtenidos muestran que las cepas bacterianas frente a los
diferentes extractos de W. americana es variable (Figura 1). El extracto metandlico
presentd la mayor actividad inhibiendo 7 de las 20 cepas bacterianas, siendo S.
aureus cc la gue mostro los mayores halos de inhibicion (8.3 = 0.57 mm), seguida
de E. faecalis, S. aureus 23MR y S. epdermidis ATCC 12228 (7.6 £ 0.57 mm); S.
aureus FES-C mostro (7.3 £ 0.57 mm) y por dltimo S. epdermidis FES-C (6 £ 0
mm); K. pneumoniae ATCC 13883 fue inhibida por los tres extractos (6 £ 0 mm).
Los extractos hexanico y acetato de etilo fueron los que presentaron menor
actividad. Respecto a los hongos levaduriformes ningun extracto presento
actividad. Observamos que los extractos de W. americana presentan una mayor
actividad en las bacterias Gram positivas (7.4 + 0.36 mm) que en Gram negativas
(6 £ 0 mm).
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o
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7.66

8.33
7.66 733 7.66
7 6 66 6
. L
MH
i M ACET
- HM

Enterococcus Klebsiella Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
faecalis ATCC ~ pneumoniae aureus 23MR aureus cc aureus FES-C  epdermidis ATCC epidermidis FES-
14506 ATCC 13883 12228 c

Halos de inhibicién (mm)
O R N W b U1 OO N 00 O
1

Cepas bacterianas

Figura 1. Actividad antibacteriana cualitativa de los extractos de W. americana

Método cuantitativo de la actividad antimicrobiana

En la cuadro 3 puede observarse que las bacterias mas sensibles al extracto

metanodlico de W. americana fueron: E. faecalis ATCC 14506, K. pneumoniae
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ATCC13883, S. aureus 23MR, S. aureus cc, S. aureus FES-C, S. epidermis ATCC

12228 y S. epidermis FES-C, ya que se requieren concentraciones mayores a 3

mg/mL para inhibir su crecimiento. Respecto al extracto hexanico y acetato de etilo

la Unica cepa bacteriana sensible fue: K. pneumoniae ATCC13883 requiriendo una

concentracion mayor a 3 mg/mL para la inhibicién del crecimiento.

Cuadro 3. Actividad antibacteriana cuantitativa de los diferentes extractos de W.

americana.
E. K. S. aureus S. S. FES-C S.epdermidis S.epidermidis
faecalis pneumoniae 23MR aureus ATCC 12228 FES-C
cc
Hexano Halo - 6+0.0 - - - - -
CMI - 6.0+0.0 - - - - -
CBM - 9.0+0.0 - - - - -
Acetato  Halo - 6+0.0 - - - - -
de etilo
CMI - 6.0+ 0.0 - - - - -
CBM - 9.0+0.0 - - - - -
Metanol Halo 7.66+0.57 6+0.0 7.66 +0.57 8.33x0.57 7.33+0.57 7.66 +1.15 6+0.0
CMI  6.0+x0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0 +0.0 6.0+0.0 6.0+0.0
CBM 9.0+0.0 9.0+0.0 9.0+0.0 9.0+0.0 9.0 +0.0 9.0+0.0 9.0+0.0

Los halos de inhibicion se expresan en mm y las concentraciones en mg/mL. CMI:

Concentracién Minima Inhibitoria; CBM: Concentracion Bactericida Minima; - : No activo.

Se presentan el promedio de tres repeticiones.

Curvas de sobrevivencia

En cuanto a la curva de sobrevivencia, se observa en la figura 2, que la

concentracion de MIC del extracto acetato de etilo probada en la cepa klebsiella

pneumoniae logro inhibir el crecimiento de la poblacion bacteriana a las 12 horas,

mientras que en la concentracion CBM presento un efecto bactericida a las 6

horas.
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Figura 2. Efecto del extracto acetato de etilo de Waltheria americana utilizando

una MIC de 6 ml/mL y CBM de 9 mg/mL sobre la curva de crecimiento de K.

pneumoniae

En la figura 3, observamos que las concentraciones % MIC y MIC del extracto

metandlico presentaron un efecto bacteriostatico a las 24 horas y la concentracion

CBM present6 un efecto bactericida a la misma hora.
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Figura 3. Efecto del extracto metandlico de W. americana utilizando una MIC de 6

mi/mL y CBM de 9 mg/mL sobre la curva de crecimiento de K. pneumoniae.
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Respecto a la figura 4, se observa que la concentracion Y2 MIC del extracto
metandlico presenta un efecto bacteriostatico a las 24 horas, mientras que la
concentracion MIC y CBM presentan un efecto bactericida a las 24 y 12 horas

respectivamente.
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Figura 4. Efecto del extracto metandlico de W. americana utilizando una MIC de 6
ml/mL y CBM de 9 mg/MI sobre la curva de crecimiento de Staphylococcus
epidermidis.

En la figura 5, se observa que la concentracion ¥2 MIC y MIC del extracto
metanolico presentan un efecto bacteriostatico a las 24 horas y la concentracion
CBM presenta un efecto bactericida a las 12 horas sobre una poblaciéon de S.

aureus.
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Figura 5. Efecto del extracto metandlico de W. americana utilizando una MIC de 6
ml/mL y CBM de 9 mg/mL sobre la curva de crecimiento de Staphylococcus

aureus.
Evaluacion cualitativa de la actividad antifiungica

En el cuadro 4, se muestra el efecto de inhibicion del crecimiento radial de los
extractos hexano, acetato de etilo y metanol de W. americana, como se puede
observar, el extracto de acetato de etilo y metanol presentaron actividad en una de
las cuatro cepas evaluadas y el extracto de hexano no presentd actividad en

ninguna cepa.

Cuadro 4. Actividad antifungica de los extractos de W. americana.

Extracto
Cepa Hexano Acetato de etilo  Metanol
T. metagrophytes - - -
A. niger - + +

F. moniliforme - - -

F. sporotrichum - - -

+ Presenta actividad, - No presenta actividad
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Evaluacion cuantitativa de la actividad antifangica.

En la figura 6, se puede observar que el extracto acetato de etilo inhibe un 66% el
crecimiento de A. niger a una concentracion de 4 mg/mL del extracto de acetato
de etilo.
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Concentracion (mg/mL)
Figura 6. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial del extracto de acetato de
etilo de W. americana sobre A. niger.

En el caso del extracto metandlico contra A. niger alcanzé una inhibicion del 87%

a una concentracion de 4 mg/mL (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del extracto metandlico de
W. americana sobre A. niger.
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Caracterizacion fitoquimica

En la caracterizacion fitoquimica (Cuadro 5) del extracto acetato de etilo y

metanilico se detectd la presencia de fenoles, taninos, glucésidos, cumarinas y

esteroides.
Cuadro 5. Caracaterizacion fitoquimica de W. americana.
Grupo de Extractos
metabolitos Acetato  Metandlico
secundarios de etilo
Fenoles + +
Taninos + +
Alcaloides - -
Glucosidos + +
Saponinas - -
Cumarinas + +
Esteroides + +
Monotepenos - -
+ Presenta, - No presenta
Discusién

Desde la antigiedad se han utilizado plantas para diferentes fines, ya sea en el
area de alimentos, en la cosmetologia o en la medicina, principalmente enfocados
a curar o prevenir diversas enfermedades (Negroni, 1999). Los productos
naturales tales como los extractos de plantas 0 sus compuestos puros proveen
oportunidades ilimitadas para el desarrollo de nuevos medicamentos que puedan
ser utilizadas para el control microbiano (Ncube et al., 2008).

En Oaxaca la especie W. america es utilizada de forma empirica debido a sus
propiedades medicinales que se le atribuyen. En dicha localidad es utilizada como

purgativa, analgésica y desiflamatoria.
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Los datos de rendimientos de los distintos extractos de W. americana muestran
que los compuestos de mayor polaridad son los mas abundantes, (metanol 5.3%)
mientras que los no polares fueron los menos abundantes, (0.845%) como se
muestra en la tabla 2. Esto puede deberse a lo mencionado por Del Valle en 2012,
quien al realizar un extracto metandlico de la especie W. berteroi, obtuvo un mayor
rendimiento de éste extracto y lo atribuye a la particularidad del género de producir
mayormente compuestos polares. Estas diferencias también pueden deberse a la
época en que la planta fue colectada, etapa de crecimiento, parte utilizada o las

condiciones en las que se desarrollaba (Ruiz et al., 2007).

La evaluacidon de la actividad antibacteriana de los tres extractos (Figura 1) dio
como resultado que el extracto metandlico fue el que presento mayor actividad, ya
que inhibid 7 de las 20 cepas. Esto concuerda con los resultados de Cruz en 1996,
quien realizé un extracto metandlico de raices de W. americana, mostrando una
actividad inhibitoria contra 91.7% de 180 aislamientos clinicos. Como se puede
observar de estas 7 cepas, 6 son Gram positivas por lo que el extracto solo tuvo
efecto en una cepa Gram negativa y eso puede deberse a que las bacterias Gram
negativas presentan compuestos anfipaticos que operan como bombas de
expulsion de diversas sustancias, por lo cual, el antibacteriano es expulsado de

manera inmediata, sin alcanzar a cumplir el efecto (Domingo y Lopez-Brea, 2003).

La tres cepas de S. aureus fueron las que presentaron mayor sensibilidad hacia
los extractos metandlicos, lo cual concuerda con lo reportado por Elegami et al.
(2001) donde los extractos metandlicos de la parte aérea de W. americana

presentan un efecto antibacteriano contra esta bacteria Gram positiva.

De acuerdo a los servicios de salud S. aureus es un microorganismo que posee
caracteristicas particulares de virulencia y resistencia a los antibioticos. En los
humanos causa una amplia variedad de enfermedades infecciosas. La bacteria se
encuentra generalmente en las fosas nasales y en ocasiones en la piel o en la
ropa, y de estos sitios puede transmitirse a otras regiones del cuerpo o
membranas mucosas. Se tiene registrado que antes del uso de los antibidticos

una enfermedad causada por S. aureus producia una mortalidad aproximada del
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82%, actualmente se estima un porcentaje entre el 25 y 63% (Howe et a., 1996),

por lo cual los resultados obtenidos de este trabajo son de suma importancia.

En la tabla 3, se presenta la CMI y CBM, esto nos permite observar que las
bacterias Gram positivas fueron mas sensibles; esto puede deberse a la diferencia
de la composicion de la pared celular, ya que éstas tienen una pared gruesa de
peptidoglucano, seguida de una membrana interna y esto permite la facilidad de
penetracion de sustancias al interior de la bacteria, ocasionandole una alteracion
en alguna via metabdlica segun el mecanismo de accion de los componentes
activos. En cambio, las Gram negativas poseen una membrana externa muy
compleja, ya que actia como una barrera, la cual limita la entrada de agentes sin

relacion quimica (Macarulla y Gofii, 1994).

El efecto de los extractos acetato de etilo y metandlico de W. americana sobre las
curvas de crecimiento de k. pneumoniae (figura 2 y 3), S. epidermidis (figura 4) y
S. aureus (figura 5) presentaron una actividad bactericida, ya que lograron
inhibirlas en un tiempo de 6 a 24 horas en la concentracion de CBM. Podemos ver
gué ocurre una curva multi impacto, ya que esta afectando a varios puntos de la
bacteria y no solo a un blanco. Esto se puede comprobar, ya que la muerte de las
bacterias no ocurre en las primeras horas (Hernandez, 2004).

Estas concentraciones (MIC y CBM) nos proporcionan informacién sobre en cual
concentracion los extractos pueden ser bacteriostaticos (aquéllos que inhiben la
multiplicacion bacteriana, la cual se reanuda una vez que se suspende el
tratamiento) o bactericidas (poseen la propiedad de destruir la bacteria, su accion
es terapéutica irreversible), ya que muchas infecciones bacterianas pueden
tratarse con agentes bacteriostaticos si el sistema inmune del huésped funciona
correctamente y en caso de que no funcione, se utilizan agentes bactericidas

(Ingraham e Ingraham, 1998).

El extracto de acetato de etilo (figura 6) y metandlico (figura 7) presentaron
actividad antifingica en la cepa A. niger en el analisis cuantitativo presentd mayor

sensibilidad frente al extracto metandlico, logrando un 87% de inhibicién del
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crecimiento a una concentracion de 4 mg/mL, mientras que en el extracto de
acetato de etilo inhibe un 66% a esa misma concentracion. Puede considerarse de
efecto moderado, porque en ninguno de los caso los extractos lograron inhibir el
100%. Esto puede asociarse a los compuestos fendlicos, (fenoles y flavonoides)
ya que su mecanismo de accion involucrado en la actividad antimicrobiana frente a
este tipo de patdégenos puede estar relacionado con la inhibicién de la germinacion
de los conidios del hongo (Cushnie y Lamb, 2006). Otro posible mecanismo puede
ser, la inactivacion de la sintesis de aminoacidos esenciales, causada por la

interferencia en las reacciones del fosfoenolpiruvato (De Castro et al., 2010).

Como observamos, los extractos solo presentaron actividad en el hongo
filamentoso A. niger el cual es un patdgeno oportunista que causa infecciones
locales y superficiales como las micosis, los efectos toxicos estan relacionados
principalmente con intoxicaciones alimentarias, como consecuencia de la ingesta

de alimentos contaminados con micotoxinas (Alcala et al., 2005)

El efecto antibacteriano que presentan los extractos de W. americana puede
deberse a la presencia de distintos metabolitos secundarios, los cuales penetran a
las bacterias hasta llegar a su DNA o sintesis de enzimas o proteinas. Algunos
metabolitos secundarios presentes pueden ser terpenos, alcaloides y fenoles, los
cuales se han reportado que tiene actividad antimicrobiana (Sepulveda et al.,
2003).

Respecto a la composicion fitoquimica en el extracto de acetato de etilo y
metanolico hubo presencia de fenoles. Los fenoles tiene una actividad fisiol6gica
marcada, porque poseen propiedades antisépticas, éste tipo de moléculas por lo
general presentan fitotoxicidad y esto puede ayudar a la planta a evitar el
crecimiento de infecciones (Sepulveda et al., 2003). Son los compuestos mas
simples y consisten en un anillo fenodlico. Algunas plantas productoras de estos
compuestos son el tomillo y manzanilla, cuyo principio activo, la arbutina, ha sido

utilizada en el tratamiento de infeccion urinaria (Domingo y Lépez-Brea, 2003). .
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El mecanismo esta relacionado con inhibicibn enzimatica por los compuestos
oxidados, posiblemente mediante reacciones de grupos sulfihidrilo o por
interacciones no especificas con proteinas (Domingo y Lopez-Brea, 2003).

En cuanto a los alcaloides, no hubo presencia de los mismos, lo que no concuerda
con lo descrito por Ragasa et al., 1997 quien al realizar un estudio fitoquimico de
la especie reveld la presencia de alcaloides, flavoniodes y &cido cafeico, esto
puede deberse a que la especie fue recolectada en Africa y ademas se utilizé toda

la planta, incluyendo las raices.

Otro compuesto presente en el extracto fueron las cumarinas, las cuales son
compuestos derivados de la benso-alfa-pirona. Tienen propiedades
antiinflamatorias, antitromboticas y vasodilatadoras. Su mecanismo de accion
antimicrobiano es mediante la interaccion con el DNA, lo que explica también su
actividad antiviral (Domingo y Lépez, 2003). Por lo tanto a todos los compuestos
presentes, se les puede atribuir la actividad antimicrobiana que presentaron los

extractos.
Conclusiones

e El extracto que obtuvo mayor rendimiento fue el metandlico (5.3%).

e El extracto metandlico fue el que presenté mayor actividad inhibiendo 7 de
las 20 cepas bacterianas.

e En la cepa Staphylococcus aureus cc fue donde se present6 el mayor halo
de inhibicion.

e EIl extracto acetato de etilo y metandlico de W. americana presentaron
actividad sobre el hongo miceliado A. niger.

e Los resultados obtenidos validan cientificamente el uso de W. americana en

la medicina tradicional.
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Apéndice I.
Waltheria americana

El género Waltheria de la familia Sterculiaceae esta representada por 60 especies
ampliamente distribuidas en Africa, Estados Unidos (Texas y Florida), México,
Belice, Panama, las Antillas y el sur de América llegando hasta Brasil, siendo W.
americana, la de mas amplia distribucion (Burkill, 2000). Presenta una vida
ruderal, es un arbusto que alcanza aproximadamente 2 m de altura, 2 cm de
diametro del tallo y presenta un crecimiento perenne (Baudillo, 2008). Las hojas de
W. americana son concoloras, con estipulas muy delgadas, peciolos de 0.5-1 cm,
hojas gruesas, que van de oblongas a ovalada, miden de 3 a 6 cm de largo y
hasta 3 cm de anchas. Son obtusas a redondeadas en el apice, obtusas a
cordadas en la base, tienen margen dentado o bien dientes redondeados, sin
pelos hasta densamente pubescente con pelos ramificados en forma de estrella en
el haz y envés (Figura 1). Los nervios secundarios estan hundidos en el haz y
sobresalen en el envés. La inflorescencia son racimos en forma de cabezuela,
sésiles 0 pedunculados, rodeados por bracteas lanceoladas de aproximadamente
0.5 cm, libres entre si. Comienza a florecer a los 6 meses de edad y florece
continuamente hasta su muerte. El glomérulo contiene flores amarillas a
anaranjadas y la reproduccion estd asegurada por semillas (Saunders, 2011),
aunque las flores son una fuente de néctar para abejas y avispas, pueden ser
tiles para la polinizacién en areas perturbadas o ecosistemas agricolas (Jodo y
Martins, 1998). Ademas de ser sésiles, presentan un céaliz de 4 a 5 mm de largo,
con l6bulos lanceolados a angostamente triangular, agudo; pétalos de 6 mm de
largo, con una ufia en la base de los pétalos, amarillos brillantes; flamentos de los
5 estambres fusionados, flor homostila y ligeramente aromaticas. Y ésta presenta
raices marrones, flexibles y tienen un solo tallo que emerge del suelo (Saunders,
2011).
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Figura 1. W. americana A. Rama con
flor y fruto. B. Bracteas, vista frontal.
C. Flor brevistila. D. Detalle del caliz,
cara abaxial. E. Pétalo, cara adaxial.
F. Gineceo. G, H. Estambres, cara
abaxial y adaxial. I. Caliz cubriendo el
fruto. J. Fruto. K. Detalle flor
mediostila. L. Detalle flor longistila
(Baudilio, 2008).



Apéndice Il
Método de difusion en agar o de Kirby-Bater (Koneman et al., 1996)

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los
extractos vegetales. Se utilizan discos de celulosa impregnados con concentraciones
estandar de un antibiético. Estos discos se colocan en placas de agar en las que se
realizd la inoculacion del microorganismo objeto de evaluacion. A medida que las
bacterias se multiplican durante la incubacién nocturna, el antibiético muestra difusion
en el agar. Alrededor de cada disco aparece una banda de inhibicion cuyo tamafio es
proporcional a la susceptibilidad del microorganismo frente al antibidtico del que esta
impregnado el disco. Aplicando criterios estandarizados, se equipara el tamafio de la
banda de inhibicién con la resistencia o sensibilidad del microorganismo frente al
antibiético (Struthers y Westran, 2005).

Método:

Medio. Se utiliza agar Mueller-Hinton (Bioxon) ya que promueve el desarrollo de la
mayoria de las cepas bacterianas clinicamente significativas. El medio debe alcanzar
en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es mas fino los compuestos tienden a
difundir mas en direccion lateral aumentando el tamafio de las zonas de inhibicion; un
agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor disolucion de compuesto hacia

abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

Indculo. Se prepara con un asa de siembra estéril, se tocan las superficies convexas de
4 0 5 colonias de microorganismos a ensayar. Se sumerge en 10 mL de caldo MH, se
enjuaga bien el liquido para descargar todo el material y luego se retira el asa de
siembra. Se incuba el tubo del cultivo a 37°C por aproximadamente 24 h o hasta que la
turbidez del medio sea equivalente al estandar No. 5 de McFarland. Esto equivale a una
concentracién de aproximadamente 1.5x10% UFC/MI.

Preparacion del Estandar. Se prepara afiadiendo 0.5 mL de BaCl, a 99.5 mL de H,SO,
0.36 N (Hendrickson, 1987 citado por Avila, 1996). La comparacion de turbidez entre el
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estandar y el caldo con los organismos de estudio se puede efectuar observandolos

contra una cartulina blanca con lineas negras horizontales o con espectrofotometro.

Si la suspensidn de organismos es mas turbia que el estandar, se afiade solucién salina
al 0.9% hasta igualarlas. Cuando lo anterior es logrado, se sumerge un hisopo de
poliéster, estéril y sexo en la suspension bacteriana y se elimina el exceso de liquido
haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la
superficie de una placa de agar MH. Previamente, se deja que la placa alcance
temperatura ambiente, se aconseja dejar entreabierta la tapa ya que asi se permite la
evaporacion de cualquier exceso de humedad de la superficie del agar. Por ultimo, se
siembra mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en

angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria

Aplicacion de extractos. Se utilizan sensidiscos de 5 mm de didmetro hechos de papel
Whatman del No. 5, previamente esterilizados. Al obtenerlos se impregnan con la
cantidad deseada de extracto (2 mg de cada extracto disuelto en 10 mL del disolvente

correspondiente por sensidisco).

Para la prueba de susceptibilidad se colocan los sensidiscos de manera manual sobre
la superficie del agar, con ayuda de una pinza estéril, estos sensidiscos se deben
colocar por lo menos a 22 mm uno de otro y a 14 mm del borde de la placa. Se debe

presionar suavemente con la punta de las pinzas, con cuidado de no moverlos.

Control positivo. Se evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con 25 pug de

cloranfenicol.

Control negativo. Se utilizan sensidiscos impregnados con cada extracto dejandose 12
h evaporando.

Una vez preparadas debidamente las cajas para las pruebas de susceptibilidad, se
colocan en una incubadora a 36°C, sin mayor tensién de CO,, debido a que se puede
formar acido carbénico en la superficie humedecida del agar, provocando un descenso
del pH.
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Interpretacion de resultados. Si hay zonas de inhibicion el extracto se reporta como
activo. Las zonas de inhibicién se miden con una regla de calibracion en milimetros. En

todos los casos la prueba se hace por triplicado y se reportan los valores promedio en

mm.
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Apéndice lll.
Técnica de dilucion en agar (Koneman et al., 1996)

Concentracion minima inhibitoria. Es el parametro fundamental para determinar la
sensibilidad de una bacteria frente a un antibiotico. Se introduce en tubos de ensayo
una suspension diluida, de modo que cada uno de los tubos tiene una concentracion
diferente del antibidtico que pretende ser evaluado. La concentracion antibiotica
maxima utilizada en esta prueba suele ser de 32 mg/mL. Tras la incubacion a lo largo
de la noche, se determina la CMI comprobando el crecimiento de las bacterias en cada
uno de los tubos, indicado por la turbidez en su interior. La CMI es la concentracion
menor que inhibe el crecimiento de las bacterias (Struthers y Westran, 2005).

Concentracion minima bactericida. Se realiza con los mismos tubos de la CMI. Si las
bacterias sobreviven en los tubos que tienen una dilucién superior al doble de la CMI,
se considera que las bacterias son “tolerantes” al antibidtico (Struthers y Westran,
2005).

Solucion. Se prepara una solucién patrén y con base en esta se toman alicuotas
correspondientes con la finalidad de obtener las concentraciones de 0.25, 0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 3.0 y 4.0 mg/mL. Una vez agregada cada concentracion del extracto la mezcla se
agita rapidamente para obtener una dispersion homogénea y se colocan en cajas Petri.

In6éculo. Consiste en una suspensién bacteriana con una concentraciéon de 1.5x10°8,
bacterias/mL. Se toma el indculo igual que la forma antes descrita; este se coloca sobre
las cajas con los extractos a diferentes concentraciones tocando la superficie del agar
Unicamente por punteo tres veces para cada cepa bacteriana en la misma caja. Este
procedimiento corresponde a las tres repeticiones. Todas las cepas a evaluar se ponen

en una caja para cada concentracion.

Control negativo. Se usan cajas con 6 mL de caldo MH con 50 uL del solvente

empleado para disolver el problema.

Control positivo. Se utilizan cajas sin extracto con 6 mL de caldo MH.
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La concentracion a la cual existe una disminucién drastica del crecimiento bacteriano
representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la concentracion en la que se
produce una inhibicibn de la poblacion del 99.99% representa la Concentracion

Bactericida Minima (CBM).
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Apéndice IV
Curva de sobrevivencia (Kubo et al., 1993 citado por Avila, 1996)

Concentracion. La concentracion de un antibiotico debe ser eficaz y durar el tiempo
suficiente. La concentracion debe ser una o varias veces superior a la CMI. Sin
embargo, la concentracion no tiene que ser tan elevada como para causar toxicidad en

el paciente.
Medio. Se utiliza como medio de cultivo el agar MH. Se coloca en cajas Petri septadas.

Inéeulo. Se prepara con aproximadamente 1x10® bacterias/mL en un tubo de ensayo
con 10 mL de caldo MH.

Inoculacién. Con una micropipeta se inoculan 0.1 mL de la suspensiéon de bacteria en
los tubos que contienen los extractos a evaluar. La concentracion final es de
aproximadamente de 1x10° bacterias/mL de cado en cada tubo. Se incuban en una

estufa a 35°C sin presion de CO..

Evaluacion de compuestos. Los extractos a evaluar se preparan en tubos con 10 mL de
caldo MH con las concentraciones de CMI y CBM. Se muestrea cada hora durante los
primeros cinco tiempos: To-0, T1-1, T»-2, T3-3, T4-4 y Ts-5 (Tiempo-horas transcurridas),
después dos muestreos cada dos horas, luego un muestreo a las 12 horas y finalmente
uno a las 24 horas. En cada tiempo se realizan dos diluciones de 50 pL en tubos con 5
mL de solucion salina para determinar las UFC en uno. Como testigo se prepara un

tubo sin extracto.

Las cajas se incuban durante 24 horas a 35°C. Se cuentan las colonias de cada
concentracion y dilucién. Se grafica el Log del nimero de sobrevivientes contra el
tiempo para determinar el nUmero de impactos necesarios para que se produzca la
inactividad bacteriana, se prolonga la zona lineal de la curva de supervivencia hasta su

insercion con el eje de las ordenadas.
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Apéndice V.
Inhibicidn del crecimiento radial por difusion en agar (Wang y Bun, 2002).

Evaluacion cualitativa. Se evalla la actividad antifingica sobre hongos filamentosos del
extracto. Los compuestos difunden a través del agar y, si estos son activos, el
crecimiento del hongo es mas lento o se detiene, resultando la deformacion de la

colonia.

Agar. Se utilizan 20 mL de agar papa-dextrosa (PDA), en el cual se pone un botdén con

el micelio del hongo en crecimiento.

Sensidiscos. Se utilizan sensidiscos de 5 mm de didmetro de papel Whatman No. 5 se
impregnan con 2 mg del extracto disueltos en 10 uL del solvente correspondiente. Los
sensidiscos se preparan 24 horas antes del bioensayo para dejar que el disolvente se
evapore por completo. Los discos se colocan a una distancia de 5 mm del limite
micelial, utilizando una pinza estéril. Se realizan tres repeticiones para cada extracto por

cepa de hongo.
Control negativo. Se colocan sensidiscos a los que se les agrega 10 uL de solvente.
Control positivo. Se usan sensidiscos con 7 ug de ketoconazol.

En el caso de existir alguna deformacion en el crecimiento del hongo, se reporta el
extracto como activo ya que en condiciones normales el crecimiento del hongo es
circular y éste debe crecer encima de los sensidiscos como con el control negativo,
también cualquier signo de diferencia de color, esporulacion o morfologia indican

actividad antifungica.
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Apéndice VI.

Determinacion de la concentracion fungicida media (CFsp) y la concentracién fungicida
minima (CFM) (Wang y Bun, 2002).

Agar y concentraciones. Se mide el efecto sobre los hongos filamentosos del extracto.
Con cajas de 24 pozos se preparan con el compuesto incorporandolo en el agar a
determinadas concentraciones. En cada pozo se coloca 1.5 mL de agar papa-dextrosa
(PDA), con las siguientes concentraciones del compuesto a evaluar: 2, 1.5, 1, 0.75, 0.50
y 0.25 mg/mL. Posteriormente se coloca una pequefia cantidad de micelio en el centro

de cada pozo, Esto se realiza por triplicado.

Control negativo. Para el control negativo se le agrega al agar el mayor volumen de
solvente usado en los grupos experimentales y se emplea un grupo testigo para

comparar la velocidad de crecimiento.

Incubacion. Las placas son incubadas a 28°C durante 72 horas o hasta que el
crecimiento micelial se haya desarrollado.

Resultados. Se mide el crecimiento del hongo y se realiza una grafica dosis-respuesta,
en la que la respuesta es el porcentaje de inhibicién, tomando en cuenta que el grupo

testigo es el 0% de inhibicién.

La concentracion que presenta el 100% de inhibiciébn es aquella en la que ya o se
observa crecimiento, la cual corresponde a la Concentracién Fungicida Minima (CFM);
mientras que la concentracion que representa al 50% de inhibicion corresponde a la

Concentracion Fungicida Media (CFsp).
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Apéndice VII.

Caracterizacion Fitoquimica por métodos colorimétricos de los extractos (Dominguez,
1979)

Los extractos se analizan mediante las pruebas de presencia y/o ausencia de los

grupos de metabolitos secundarios ordenados en la tabla 2:

Tabla 2. Pruebas cualitativas de los principales grupos de metabolitos secundarios con

Su respectivo reactivo y apariencia positiva.

Grupo Reactivo Apariencia positiva

Alcaloides Mayer Precipitado lechoso

Saponinas Agitacion Produce espuma

Taninos Gelatina al 1% Precipitados: azul negruzco (T.

hidrolizables) y pardo verdoso (T.

condensados)
Esteroides y triterpenos  Lieberman-Buchard Color azul o verde: esteroides
Rojo, violeta-morado: triterpenos

Cumarinas NaOH Coloracion amarilla que al agregar HCI al
10% desaparece

Fenoles Cloruro férrico Color azul-verde

Glicosidos Molish Anillo morado
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