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Abreviaturas

CCF Cromatografia en capa fina

CcC Cromatografia en columna

CG Cromatografia de gases

CCvV Cromatografia en columna a presion reducida

HS-SPME  Micro-extraccion en fase solida del espacio de cabeza

PN Productos Naturales
MS Metabolitos secundarios
n-hex. n-hexano

AcOEt Acetato de etilo
MeOH Metanol

CH:Cl2  Cloruro de metileno
Me.CO  Acetona

APD Agar papa dextrosa
AST Agar soya triptona
CST Caldo soya triptona

ME Medio envenenado




1. Introduccion.

“...La medicina tradicional se define como: el conjunto de conocimientos, aptitudes y
practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas,
sean 0 no explicables, usados en materia de salud, asi como para la prevencién, el
diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o mentales...”[1], una de
estas practicas ha sido el uso de distintas especies vegetales, para tratar diversas molestias;
costumbre que se viene realizando desde tiempos muy remotos por diferentes culturas,
alrededor del todo el mundo. La tradicion, herbolaria ha sido heredada y modificada en las
distintas culturas que la practican a lo largo de todos estos afios. Tal es el impacto de la
herbolaria que hoy en dia la OMS reporta que paises como: Chile, India, China, Colombia
entre otros paises, un gran porcentaje de la poblacion recurre a la medicina tradicional para
tratar diversas enfermedades [2]. En México la medicina tradicional también ha juagado un
rol importante desde la época prehispanica [3], ya que en nuestro pais el uso de la
etnobotanica actual es el resultado del sincretismo entre la medicina usada por las diferentes

culturas del México prehispanico y las traidas en la conquista espafiola [4].

México es el segundo pais con mayor numero de plantas medicinales registradas;
aproximadamente 4000 especies, esta cantidad solo es superada por China donde se estima
que existen 7000 especies de plantas con propiedades medicinales [5, 6]; Los principios
activos presentes en este tipo de plantas se deben a compuestos quimicos que son sintetizados
por estas plantas, los cuales las hacen dtiles como medicamento, y se pueden encontrar en

todo el organismo o bien sélo en algunas de sus estructuras [5].

Estos compuestos quimicos son conocidos como productos naturales (PN) o metabolitos
secundarios (MS), los cuales se pueden dividir en: terpenos, compuestos fendlicos, glicésidos
y alcaloides [7]. Los productos naturales han demostrado tener diversas actividades
bioldgicas, como: antioxidantes, anticancerigenos, antiuroliticos!, nefroprotectores?,

antidiabéticos, citotoxicos®, antihelminticos, antimicrobianos y antiflingicos entre otras.

! Antiuroliticos: compuesto capaz de prevenir la formacion de calculos renales.

2 Nefroprotectores: sustancias con actividad renal.

3 Citotdxico: Sustancia, farmaco o cualquier otro agente que destruye o tiene efectos toxicos sobre las células
de un tejido.




En las Gltimas décadas los productos naturales con actividad antifingica y antimicrobiana
han cobrado importancia, dentro de la comunidad cientifica, debido al incremento de cepas
resistentes a los distintos medicamentos presentes en el mercado, por lo cual es de suma
importancia buscar nuevas alternativas, asi como identificar los productos naturales

responsables de esta actividad bioldgica.

La obtencidn de productos naturales es un procedimiento que se realiza mediante diferentes
técnicas, las cuales varian dependiendo el objetivo y el proceso que se esté realizando.
Algunas técnicas usadas para la obtencién de los extractos son: la maceracion, extraccion
mediante equipo Soxhlet y por arrastre de vapor [8]; las técnicas, dependiendo, el método se
puede dividir en extracciones continuas y discontinuos, y a su vez estas se separan en
extracciones sélido-liquido, liquido-liquido entre otras. Mientras que para la separacion e
identificacion de compuestos la técnica méas usada es la cromatografia, la cual puede ser:
cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia en columna (CC), cromatografia de gases
(CG) entre otros [9].

En el presente trabajo se dan a conocer los resultados obtenidos en la evaluacion microbiana,
cualitativa de los extractos crudos de Zingiber officinale Roscoe y Tagetes filifolia Lag., asi

como la identificacién y obtencion de los productos naturales mayoritarios en T. filifolia.




2 Marco Teorico.

2.1 Generalidades de Zingiber officinale Roscoe.

La familia Zingiberacea, es la mas grandes del orden Zingiberales, comprende
aproximadamente 50 géneros y entre 1000-1300 especies [10-12]. Muchas de las especies de
la familia zingiberacea son conocidas debido a sus propiedades curativas, entre los que
destacan Alpinia galanga (galanga), Curcuma globosus, C. zedoria, C. longa, Z. officinale,

entre otras [13].

Una de las especies mejor conocidas a nivel mundial es Z. officinale Roscoe (jengibre), planta
originaria de las zonas tropicales del sureste asiatico (Indonesia) y naturalizada en diferentes
partes del mundo, como: Jamaica, India, México, el Noreste de los Estados Unidos, entre
otros [14]. Es famosa debido al gran nimero de actividades biolégicas que presenta:
analgésico, antiinflamatoria, antivertiginoso®, coagulante, gastro-protector, entre otras,

jugando un papel importante en la medicina tradicional China, Japonesa e Hindu [15].
2.2 Usos del rizoma de Zingiber officinale Roscoe.

El rizoma es la parte vegetal que se utiliza como especia o con fines medicinales. En la
medicina tradicional China se ha usado desde hace 2500 afios a.C., para tratar ciertas
molestias como: nauseas, colicos, calambres, entre otras. Dentro de las diversas actividades
bioldgicas informadas en la literatura especializada para el rizoma, se describen las
siguientes: analgesico, antiinflamatoria, antivertiginoso, coagulante, gastro-protector,

antioxidante, antibacterial, fungicida, entre otras [16-18].

2.3 Descripcion botanica de Zingiber officinale. Roscoe.

Es una planta de habito herbaceo con un tallo hojoso de 60 a
90 cm de altura (B) con rizomas ramificados y aromaticos, con
hojas lanceoladas (A) que pueden medir de 15 a 30 cm de
longitud, flores verdes con manchas purpuras dispuestas en

espigas radicales (D) de hasta 7 cm de largo, pedunculos de 30

Figura 1. Descripcion de
cm de largo y fruto en forma de capsula; el rizoma del jengibre Zingiber officinale.

4 Antivertiginosos: Sustancia que evita distintos tipos de mareo.




es de color beige aromatico, el cual mide de 1 a 3.5 cm de grosor con forma irregular,
ramificada [14, 19].

2.4 Metabolitos secundarios de Zingiber officinale Roscoe.

La composicion quimica del jengibre es diversa y depende del estado en el que se encuentre
el rizoma seco o fresco, y la variedad con la que se esté trabajando, entre los principales
compuestos del jengibre se encuentra sesquiterpenos como él (3E, 6E)-a-farneseno, o-

zingibereno, a-curcumeno, B-bisaboleno, sesquifalandreno, entre otras, ver tabla 1 [17].

Las sustancias que le dan el sabor picante a la raiz son los gingeroles y los sogaoles (ceto-
alcoholes), que son compuestos no volatiles con cadenas de diferente longitud, de los cuales

los mas importantes son el 6-gingerol y el 6-sogaol, ver tabla 1 [17, 20-21].




Tabla 1. Compuestos mayoritarios, presentes en Zingiber officinale [17, 20-22].
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2.5 Generalidades de Tagetes filifolia Lag.

La familia Asteracea es una de mas grandes con aproximadamente 960-1450 géneros y
20,000-30,000 especie [23]; dentro de esta familia se encuentra el género Tagetes, el cual
comprende aproximadamente 56 especies, distribuidas desde el sureste de Estados Unidos
hasta Argentina siendo México un importante centro de diversificacion para el género [24-
25].




Dentro del género la especie mas representativa es Tagetes erecta, (fig. 2), mejor conocida
como “cempaxuchitl” o “flor de muerto”. En México es usada durante la ceremonia de dia
de muertos; aungue no es la Unica especie del género, es la que mas se emplea en estas
actividades. Por otro lado T. erecta ha demostrado tener otros beneficios para el hombre,
tanto en la industria (obtencion de colorantes), como en la Medicina Tradicional Mexicana;
debido a la presencia de abundantes carotenoides (luteina y zeaxantina) [26-27]. Ademas de
estos compuestos, también contiene diversos aceites esenciales que le brindan ciertas
actividades biolégicas, como: antioxidante, fungicida, anticancerigeno, nematicida, entre
otras [28].

Ademas de T. erecta se han informado de actividades biol6gicas en otras especies, como: T.

lucida, T. tenifolia, T. lunulata, T. filifolia, entre otros, ver tabla 2.

Figura 2. Tagetes erecta.

Tagetes filifolia, conocida como: anisillo, anisillo del monte, anis mexicano, anis de campo
0 anis de sierra, esto debido a su aroma similar al del anis [24, 33-34] tiene una distribucion
desde el noreste de Estados Unidos hasta Argentina, En México esta especie se localiza en
diversos habitats, desde Baja California Sur hasta Chiapas en climas templados, semicalidos,

calidos y semisecos [35].
2.6 Uso de Tagetes filifolia Lag.

Las actividades bioldgicas que se reportan para esta planta se han atribuido a sus aceites

esenciales; entre los usos medicinales que se le adjudican a esta planta son para aliviar el




Tabla 2. Usos y actividades biologicas de especies del género Tagetes.

Especie de o Lo ]
Usos Actividad bioldgica Referencia
Tagetes
Fiebre.
Problemas menstruales.
Diarrea. o
) Fungicida
Contra los ‘aires’. o [29-30]
. . i . o Nematicida
T. lucida Disenteria por amibas, (giardiasis y o
o Antibidtica
ascariasis).
Estimulante del sistema inmune.
Ansiedad.
Depresion
Resfriados
Inflamaciones respiratorias Antimicrobiana Antifingica.
] Problemas estomacales Antiviral, Insecticida,
T. minuta . » . [31-32]
Tratamiento contra la dermatitis Nematicida
Varices Repelente
Conjuntivitis
Antimicrobiano
T. terniflora Condimento Antifingica [25-26]
Antioxidante
Problemas renales Citotoxica
Dolores musculares Nematicida
T. patula Dolores de oidos Insecticida [25-26]
Oftalmia Bactericida
Bioinsecticida
Fito remediador
Anticonceptivo o
. Fungicida
Célicos o
. Bactericida
Diarrea o
T. lunulata . 3 Nematicida [25-26]
Disenteria o
. ) Larvicida
Piquetes de alacran
Mordedura de vibora.
Dolor estomacal
) . y Repelente
Heridas con infeccion o
- Insecticida
T. filifolia Llagas o [25, 33]
Antiflngica
Trastornos o
Bactericida

Dolores gastrointestinales




dolor abdominal, célicos digestivos o menstruales, diarrea, descongestionante, dolor

gastrointestinal, como insecticida entre otros [36].
2.7 Descripcion botanica de Tagetes filifolia Lag.

Tagetes filifolia es una planta de habito herbaceo, anual que puede llegar a medir de 10 a 50

cm de alto, generalmente muy ramificada, estriada

¥/
con hojas opuestas de hasta 3 cm de largo, pinadas, g 4 l E’
con 3 a 9 foliolos lineares, cabezuelas . % "{'!f'
generalmente numerosas sobre pedunculos de 0.5 -
a 2 cm. Cabezuela con pequefas flores sésiles, y Y .
dispuestas sobre un receptaculo plano o convexo ? /?' . @v
que no presenta bracteas sobre el involucro. Flores Figura 3. Tagetes filifolia |

liguladas 0 a 3, corola blanca eliptica, de 1 a 1.5
mm de largo. su fruto es un aquenio con una sola semilla linear, de 3 a 6 mm de largo (Figura
3) [24, 36, 38].

2.8 Estudio fitoquimico de Tagetes filifolia Lag.

Los andlisis fitoquimicos realizados a T. filifolia, en su mayoria se han enfocado en los
compuestos volatiles de la planta, estos estudios han informado la presencia de diferentes
quimiotipos dentro de la misma especie, los cuales se relacionan con el origen de la planta
[25,38, 39,]. Sin embargo, los quimiotipos coinciden en que los compuestos mayoritarios de

T. filifolia son el atenol (cis o trans) y el estragol [25].

En la tabla 3 se enlistan los componentes mayoritarios identificados por HS-SPME de T.
filifolia colectada en Cordoba Argentina; de donde se lograron identificar 47 compuestos, de
los cuales, los mayoritarios fueron el trasn-atenol (38.05 %) y estragol (19.7 %); otros
compuestos que se encontraron en cantidades considerables fueron el a-farneseno (2.36 %),

a-bisanoleno (1.33 %), isocomeno (1.22 %), entre otros, ver tabla 3 [38].

Los componentes del segundo quimiotipo se enlistan en la tabla 4, donde Feo et al., 1998
encontrd que los compuestos mayoritarios son el cis-atenol (68.2 %) y estragol (13.7 %). Sin

embargo, el resto de los componentes mayoritarios difiere a los reportados por Vazquez et




al., 2013; ya que Feo reporta a la isomentona (4.5 %), mentona (4.0 %), el 1,8-cineol (1.5 %)

y la pulegone (1.1%), entre otros como compuestos mayoritarios [39].

Tabla 3. Componentes mayoritarios del aceite esencial de Tagetes filifolia [38].

Compuesto e
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Tabla 4. Componentes mayoritarios del aceite esencial de Tagetes filifolia [39].
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3 Justificacion.

El rizoma de Zingiber officinale es ampliamente utilizado como condimento en la cocina de
diferentes paises asiaticos, (Japdn, China, entre otros), mientras Tagetes filifolia es utilizada
en algunos municipios del Estado de México para condimentar y aromatizar algunos
alimentos y bebidas, de acuerdo con estudios etnobotanicos. Ademas, en la medicina
tradicional de las diferentes culturas de donde son originarias Z. officinale y T. filifolia, se
emplean en el tratamiento de diferentes enfermedades bucales y algunas relacionadas con el

aparato digestivo.

Segun la OMS, las enfermedades bucodentales como la caries dental, la periodontitis
(enfermedad gingival) y los canceres de boca y faringe son un problema de salud a nivel
mundial, que afecta a los paises industrializados, y cada vez con mayor frecuencia a los paises
en desarrollo, en especial entre las comunidades mas pobres, donde la alimentacion juega un

papel importante y se centran en la denominado “comida chatarra”.

En la dltima década la resistencia que han adquirido diversos microorganismos —bacterias y
hongos— frente a tratamientos convencionales, esta generando la busqueda de nuevos
farmacos con actividades antimicrobianas y antifungicas mas potentes y de mayor espectro.
Razon por la cual, la industria farmacéutica intensifica sus recursos en la busqueda de nuevas
sustancias prototipo que sirvan en el disefio de nuevos medicamentos. Es en este punto, es
donde los productos naturales tienen un papel importante. De ahi, que actualmente se sigan
realizando muchos proyectos enfocados al estudio quimico de los recursos vegetales de los
paises considerados “megadiversos”, los cuales son potencialmente un reservorio de

sustancias quimicas desconocidas desde el punto de vista quimico y bioldgico.

Con base en lo anterior se muestran los resultados obtenidos en el estudio quimico de T.
filifolia: el aislamiento, caracterizacion e identificacion de los compuestos mayoritarios,
obtenidos de los extractos de las partes aéreas de dicha planta. Ademas de los resultados de
la evaluacion cualitativa de los diferentes extractos del rizoma fresco y seco de Z. officinale
y el aceite esencial de T. filifolia frente a diferentes microorganismos —bacterias, hongos y
levadura— poniendo atencién en microorganismos relacionados con alguna (s) enfermedad
(es) bucal (es) para posteriormente determinar el Clso de aquellos extractos que muestren

inhibicion en el crecimiento de los diferentes microorganismos ensayados.
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4 Hipotesis.

Las enfermedades bucodentales —caries dental, periodontitis, cancer de bocay faringe— segun
la OMS, son enfermedades con una incidencia cada vez mayor a nivel mundial, tanto en
paises industrializados y no desarrollados, debido principalmente a los hébitos relacionados
con la alimentacién y con alto consumo de grandes cantidades de azlcares y harinas. Bajo
esta perspectiva es importante realizar la busqueda de compuestos con propiedades
antimicrobianas y antifungicas mas potentes y con un mayor espectro a partir de especies
vegetales. Entonces con base en los usos descritos en la medicina tradicional de Zingiber
officinale Roscoe y Tagetes filifolia Lag. se determinard de manera cualitativa la actividad
antimicrobiana de los extractos del rizoma fresco y seco del Z. officinale (jengibre) y de los
extractos crudos de las partes aéreas de T. filifolia (anisillo) frente a diferentes
microorganismos asociados a una enfermedad bucodental para ponderar el uso de dichas

plantas en el tratamiento y prevencion de alguna enfermedad bucodental.
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5 Objetivos

5.1 Objetivos General.

Realizar la identificacion de diferentes hongos a nivel de género aislados a partir de materia

organica en descomposicion, Ademas, de evaluar cualitativamente los diferentes extractos

del rizoma fresco y seco del Z. officinale (jengibre) y los extractos crudos de las partes aéreas

de T. filifolia (anisillo) frente a diferentes microorganismos —bacterias, hongos y levadura—.

5.2 Objetivos Particulares

5.2.1

5.2.2

5.2.3

524

5.25

Obtener e identificacion del material biologico de Zingiber officinale y Tagetes
filifolia.

Preparar los extractos crudos —n-hex., AcOEt y MeOH—de Tagetes filifolia por
maceracion.

Preparar los extractos crudos de Zingiber officinale —n-hex., CH2Cl, y MeOH—
por medio del equipo Soxleth, extraccion sol -lig.

Evaluar la actividad antimicrobiana —de los extractos crudos de Tagetes filifolia
y de Zingiber officinale por el método de Mistcher y halo de inhibicion.
Analizar quimicamente los extractos n-hexanico y de AcOEt de Tagetes filifolia

empleando las diferentes técnicas cromatograficas.




12

6 Metodologia.
6.1 Material vegetal.

e Rizoma de Zingiber officinale
e Partes aéreas de Tagetes filifolia

6.2 Microorganismos®.

Bacillus cereus
Enterococcus faecalis
Pseudomona aeruginosa
Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans
Streptococcus pyogenes

6.3 Obtencion del material bioldgico

Candida albicans
Saccharomyces cereviciae
Aspergillus brasiliensis
Aspergillus niger
Alternaria sp.

El rizoma (1 kg) de Zingiber officinale, ver figura 4, fue adquirido en la Central de Abasto

del Municipio de Ixtapaluca, Edo. de México, en abril y agosto de 2019.

Figura 4. Raiz de Zingiber officinale.

Tagetes filifolia (figura 5) fue colectada por el Dr. Robert Bye y el Biol. Eloy Arce en

Ozumba, Estado de México, en agosto del 2017. Actualmente, se encuentra en proceso de
identificacién en el Herbario MEXU, Instituto de Biologia, UNAM.

Figura 5. Tagetes filifolia Lag.

> Los microorganismos fueron proporcionados por el Laboratorio de Produccién Microbioldgica de la FEZ-

Zaragoza, UNAM.
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6.4 EQuipos.

Autoclave

Incubadora

Rotavapor BUCHI Waterbath modelo B-480
Fischer-Johns

Equipo FT-IR Broker Tensor 750

Balanza analitica

4.1 Material de laboratorio.

. » Guantes estériles
Columnas cromatograficas. > Jeringas estériles
Viales. o > Cubrebocas estériles
Camara cromatogréafica > Papel de estraza
Camara de vacio > Gradillas
Matraces Erlenmeyer > Espatulas
Parrilla eléctrica > Tubos de ensaye con tapon
Agitador magnético > Mangueras
Vasos de precipitado > Mechero
Agitador magnético > Gasas

Cajas Petri de 100 x 15 mm
Cajas Petri de 50 x 9 mm
Probetas

Balanza granataria

Varilla de agitacion

VVVVVVVVVVVVVVVVY s VVVVVYVY

Equipo Soxhlet > Me,CO
Equipo de destilacion simple > EtOH
Algod()n > MeOH

6.4.2 Medios de cultivos.

» Agar papa dextrosa (APD): MCD Lab, 30 g en un litro de H20 destilada

» Agar soya triptona (AST): OXOID, SM129. 30 g en un litro de H20 destilada
» Caldo soya triptona (CST): OXOID, SM129. 40 g en un litro de H,O destilada
6.4.3 Disolventes.

» n-hexano

» CHCI,

> AcOEt

6.4.4 Reactivos.

Sulfato cérico amoniacal (NH4)4Ce (SO4)4 en H2SO4/H20

Vainillina (5 g) en MeOH (100 mL)

Sol. FeCl3.5H.0 (5 g) en MeOH (100 mL)

Sol. H2SO4/HAC/H,0 (80:4:16)

H>0 destilada

Silica gel (SiOz), Marca Merck con tamafio de malla 70/273.
Cromatofolios de SiO> de la marca Merck 60 F2s4 (0.2 mm de espesor)
Florosil

Carbdn activado

VVVVVVVVY
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Sulfato de sodio anhidrido (Na2SOa).

Silica Flash tamafio de malla 230/400ASTM.
Tween 80

Eritromicina

Fluconazol

Itraconazol

Dimetilsulféxido (CH3)2SO

6.5 Preparacion de los extractos crudos de diferente polaridad de Zingiber officinale y
Tagetes filifolia.
6.5.1 Extractos crudos de Z. officinale Roscoe.

YVVVVYYY

El extracto hexanico del jengibre fresco se obtuvo mediante una extraccion sol-lig. continua,
con ayuda del equipo Soxhlet, para lo cual el rizoma de jengibre (125-150 g) se coloco dentro
de la cdmara extractora durante 48 h, posteriormente el exceso de disolvente se elimind
mediante una destilacion a presion reducida (rotavapor). Los rendimientos se enlistan en la
tabla 5. Para la obtencion de los extractos con CH2Cl, y MeOH se procedio de manera similar

a la descrita anteriormente.

Tabla 5. Rendimiento (%) de los extractos de Z. officinale (fresco).

Rizoma Extracto
n-hexano CHCl> MeOH
1484 ¢
0.30 0.46 341

Debido a que los compuestos méas abundantes del jengibre fresco son los gingeroles (ver
tablal), los cuales sufren una deshidratacién cuando el material orgénico se seca;
transformandose en sogaoles, por esta razon se procedid
a la obtencién de los extractos crudos —n-hex. CHxCl, y

MeOH- del rizoma seco.

El extracto n-hex. del rizoma de jengibre seco (70-85 Q)
se realizd por medio de una ext. sol-lig. continua

mediante el equipo Soxhlet durante 48 h, posteriormente

el exceso de disolvente se elimind por destilacion a baja

Figura 6. Extraccion continua,
usando el equipo Soxhlet.

presion, Los rendimientos obtenidos se muestran en la
tabla 6.
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La preparacion de los extractos con CH2Cl> y MeOH se realizaron de manera similar a la

descrita anteriormente, ver tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento (%) de los extractos de Z. officinale (seco).

Partes aéreas Extracto
Rizoma n-hexano CHCl2 MeOH
84449 0.52 3 20.8

6.5.2 Extractos crudos de Tagetes filifolia Lag.

Los extractos crudos se obtuvieron mediante la técnica de
maceracion (extraccion sél-lig. a temperatura ambiente); la ad
extraccion se realizd a partir de 1 Kg de material organico,
previamente secado a temperatura ambiente y cortado en
trozos pequenios, el cual se colocé en un recipiente de vidrio,

con capacidad de 20 L, utilizando n-hex. (aprox. 8 L) durante

48 h, posteriormente se realiz6 una filtracion a gravedad para
eliminar restos de planta o sélidos que pudieran estar . — .

Figura 7. Extraccion discontinua
presente en el extracto. La eliminacion del disolvente usando la técnica de maceracion.
se realizd en un rotavapor y el disolvente restante se

dejo evaporar a temperatura ambiente.

Para la preparacion de los extractos con ACOEt y MeOH, se procedi6é de manera similar a la

descrita en la obtencion del extracto n-hex., ver tabla 7.

Tabla 7. Rendimiento (%) de los extractos crudos de las partes aéreas de T. filifolia.

Partes aéreas Extracto
n-hexano AcOEt MeOH
1 kg
2.28 - 7.79

~2E| rendimiento del extracto de AcOEt no fue determinado.

6.6 Evaluacion cualitativa de la actividad fungicida de los extractos de Z. officinale por el
método de medio envenenado [42].

La evaluacion antiflngica se realizd con los extractos del jengibre fresco y seco. Y la
evaluacion microbioldgica se realizo a concentracion de 2 mg/mL de APD.
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6.6.1 Siembra de los hongos.

Se preparé medio de cultivo APD (5.8 g de APD en 150 ml de H20 destilada) y se esterilizo
a 120°C/1.5 Ib/15 min. EI medio de cultivo se colocd en matraces Erlenmeyer de 50 mL y se
incubaron por 24 h, para verificar la esterilidad del medio y proceder a la resiembra de los
cultivos puros por la técnica de punteo en APD, finalmente se incubaron por 72 h.

6.6.2 Preparacién del medio envenenado ME.

Se agreg6 una mezcla de 0.2 mL de Tween 80 con 0.8 mL de sol. Salina (NaCl 0.9%) y 80
mg de los diferentes extractos del jengibre en 40 mL de APD previamente esterilizado; esta

mezcla se agreg6 en dos cajas Petri de 100 x15 mm (20 mL por caja).
6.6.3 Preparacion de la solucion densa de esporas y siembra de los hongos.

La siembra de los hongos se realizé agregando una solucién densa de esporas, que se prepard
colocando 20 mL de H>O destilada en los matraces Erlenmeyer con las resiembras, este se
agito y posteriormente se tomo 1 mL de esta solucidn, el cual se adiciono en las cajas Petri
con el medio envenenado y se incubo a 28 °C, observando el crecimiento de los diferentes

microorganismos evaluados a las 24 y 48 h.

6.7 Evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana de los extractos crudos de
Zingiber officinale Roscoe y Tagetes filifolia Lag., por el método de Mitscher [43].

6.7.1 Preparacion de la solucion para la siembra de los microorganismos.

Para la resiembra de los diferentes microorganismos (C. albicans, B. cereus, E. faecalis, S.
cevericiae, S. aureus, S. mutans y S. pyogenes) se prepararon 60 ml de CST, segun las
instrucciones del fabricante®, este medio se colocd en tubos de ensaye (1 x 8 cm) y se
esteriliz a 120°C/1.51b/15 min. Después de la prueba de esterilidad (24 h), se procedio a la
siembra de los diferentes microorganismos tomando un inocul6 (asada del cultivo) de cada
uno de ellos y se dejo en incubacion por 24 h, transcurrido este tiempo se tom6 0.1 mL de
CST, se diluyo en 9.9 mL de solucion salina (0.9%, NaCl).

& OXOID, SM129. 30 g en un litro de H2O destilada.
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La preparacion del AST se realizd de acuerdo las indicaciones del fabricante’ para un litro
de H2O y se esterilizd a 120°C/1.5 Ib/15 min, dejando por un periodo de 24 h, como prueba
de esterilidad.

6.7.2 Preparacion del medio envenenado (ME) [44].

Para la preparacion del ME se pesaron 80 mg de extracto hexanico de Z. officinale y T.
filifolia y se disolvieron en 0.2 mL de Tween 80 y 0.8 mL de sol. salina (NaCl 0.9%), hasta
disolucién total. Al disolver los extractos de Z. officinale no se observé ningun problema de

solubilidad. Sin embargo, a la hora de disolver los extractos de T. filifolia no se llegé a la

M.E. 1 B.E. 1 B.T. 1

Figura 8. M.E.) Medio envenenado, B.E.) Blanco de eritromicina, B.T.) Blanco del tween 80. 1) C.
albicans, 2) B. cereus, 3) E. faecalis, 4) P. aeruginosa, 5) S. cevericiae, 6) S. aureus, 7) S. mutans,
8) S. pyogenes.

solubilidad total, debido a que ciertos compuestos presentes en los extractos no se lograron
disolver, posteriormente se vertieron en 40 mL de AST, los cuales se repartieron en dos cajas

Petri (10 x 2 cm) y se incubaron durante 24 h con el fin de realizar la prueba de esterilidad.
6.7.3 Prueba de Mitscher.

Después de la prueba de esterilidad, las cajas Petri que contenian el medio de cultivo
envenenado fueron inoculados con los diferentes microorganismos. Para ello se dividio la
caja en 8 sectores iguales, como se muestra en la figura 8, el sembrado de los
microorganismos se realiz6 por medio de la técnica de estria, posteriormente, las cajas Petri

fueron incubadas; el crecimiento de los microorganismos se observo a las 24 y 48 h.

7 AST: 39 g en un litro de H,O destilada.
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Debido a los resultados obtenidos en las pruebas del jengibre se tomd la decision de realizar
una segunda prueba con una concentracion mas alta de los extractos 4 mg/mL; esta prueba

solo se realizo con los extractos del jengibre.

6.8 Separacion y purificacion de los compuestos obtenidos a partir de los extractos —n-

hexano y AcCOEt— de Tagetes filifolia Lag.

La separacion de los compuestos mayoritarios se realizd mediante cromatografia en columna
a presion reducida (CCV). Para el empaquetamiento de las columnas se uso florosil y silica
gel (SiO2) como adsorbentes y NaxSO4 como agente desecante; la elucion de la columna se

realiz6 mediante mezclas de disolventes de polaridad creciente (n-hexano, AcOEt y Me,CO).

El desarrollo cromatogréafico de la columna se realizé mediante cromatografia en capa fina
(CCF). La fase movil estuvo constituida por diferentes mezclas de disolventes (n-hexano,
CHCl,, AcOEt, Me,CO y MeOH) y como reveladores quimicos sulfato cérico amoniacal,
vainillina, FeCls y HAc/H2SO04/H.0.

En la purificacion de los compuestos se realizé por medio de recristalizaciones sucesivas por
par de disolventes y recristalizacion fraccionada, utilizando diferentes disolventes (n-hexano,
CHCl,, AcOEt, Me,CO y MeOH).

La identificacion y caracterizacion de los compuestos se obtuvo por medio de la
determinacidn de su punto de fusion (pf), factor de retencion (Ry) y solubilidad. La presencia
de los diferentes grupos funcionales presentes en los diferentes compuestos se logré por
medio de su espectro de IR (Equipo FT-IR Broker Tensor 750).
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7 Resultados y Anélisis.

7.1 Preparacion de los extractos crudos de Z. officinale.

Se prepararon los extractos —hexanico, CH2Cl, y MeOH—del rizoma de Z. officinale fresco

y seco, los rendimientos se muestran en la tabla 8 y 9.

Tabla 8. Rendimiento (%) de los extractos de Z. officinale (fresco).

Rizoma

1484 ¢

Extracto

n-hexano

CH:ClI MeOH

0.30

0.46 3.41

Tabla 9. Rendimiento (%) de los extractos de Z. officinale (seco).

Partes aéreas Extracto
Rizoma n-hexano CHCI> MeOH
84.4¢g 0.52 3 20.9

7.2 Preparacion de los extractos de T. filifolia.

De igual manera se prepararon los extractos —hexanico, AcCOEt y MeOH— de T. filifolia

por la técnica de maceracién, los rendimientos se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Rendimiento (%) de los extractos crudos de las partes aéreas de T. filifolia.

Partes aéreas Extracto
n-hexano AcOEt MeOH
1 kg
2.28 —a 7.79

—2E| rendimiento del extracto de AcOEt no fue determinado.

7.3 Resultados de la actividad antiflngica de los extractos Z. officinale seco y fresco.

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas antifungicas de los
extractos del jengibre en A. brasiliensis, en esta prueba se observd que los extractos que
mostraron cierta inhibicion fueron los extractos de CH.Cl, del jengibre fresco y el seco; sin
embargo, se observa que el crecimiento de A. brasiliensis fue mayor en comparacion con los

blancos del Itraconazol, esto se puede observar en los anexos 3y 4.
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Tabla 11. Resultados de la inhibicion de Aspergillus brasiliensis.

Extractos frescos de Z. Extractos secos de Z.
officinale officinale
hexanico  CH.Cl, MeOH hexanico  CH.Cl, MeOH
24 h -3¢ _.b _.b _.b -4C _.b
48 h _4¢ _.b _.b _.b —4¢ _.b

++2 inhibicidn, -+°: mediana inhibicidn, --®: Sin inhibicidn. controles: Itraconazol y A. brasiliensis.

Tabla 12. Resultados de la inhibicion de Aspergillus niger.

Extractos frescos de Z. Extractos secos de Z.
officinale officinale
hexanico CH,Cl,  MeOH  hexanico  CH,Cl,  MeOH
24 h —4C ) ) —4C —4C )
48 h e ‘ _.b _.b _b _+C ‘ _.b

++2: inhibicion, -+¢: mediana inhibicion, --°: Sin inhibicion. controles: Itraconazol y A. niger.

Con ninguno de los extractos se logro inhibir completamente el crecimiento de A. niger. Los
extractos que mostraron actividad fueron: el extracto hexanico del jengibre fresco y los
extractos hexanicos y CH2Cl> del jengibre seco, como se muestra en la tabla 12, ver anexos
5y 6. (pp. 57-58)

Tabla 13. Resultados de la inhibicion de Alternaria sp.

Extractos frescos de Z. Extractos secos de Z.
officinale officinale
hexanico CH.CI; MeOH hexanico CH.ClI, MeOH
24 h ++2 ++2 --b -+¢ -+¢ -+¢
48 h 442 —4¢ _.b _4C _4¢ _.b

++2: inhibicidn, -+°: mediana inhibicidn, --°: Sin inhibicién. Controles: Itraconazol y Alternaria sp.

Con base en las tablas 11, 12 y 13 se observo que el extracto hexanico del jengibre fresco a
las 24 y 48 h mostro mayor actividad frente a Alternaria sp, mientras el extracto de CH>Cl»

del jengibre fresco mostro cierta inhibicion.

Con respecto a los extractos del jengibre seco se pudo observar que los tres extractos —n-hex.,
CH2Cl2 y MeOH- mostraron inhibicion a las 24 h, mientras que a las 48 h se observo una
disminucion en el crecimiento con respecto al control del hongo en los extractos hexanico y
CH2Cl>.

7.4 Resultados de la actividad antimicrobiana por el método de Mitcher de los extractos Z.

officinale seco y fresco.
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La evaluacion realizada de los extractos de Z. officinale seco y fresco por el método de
Mitcher se realizo con dos levaduras, una bacteria Gram-negativa y cinco bacterias Gram-
positiva. En la tabla 11, se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana de los

distintos extractos del jengibre (fresco y seco).

Tabla 14. Resultados de la Evaluacion Antimicrobiana por el Método de Mitcher

(2 mg/mL).
Extractos frescos Extractos secos
n-hexano CH:Cl> n-hexano CH2Cl2

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

B. cereus -+C nd -+C -+C -+C -+C --b -+C
C. albicans ++8 ++2 ++2 ++2 ++2 ++2 ++2 ++2
E. faecalis --b - nd nd nd nd Nd nd
P. aeruginosa --b --b nd nd --b --b --b --b
S. cevericiae ++2 ++2 ++8 ++2 ++8 ++8 ++2 ++2
S. aureus _b _.b _4C _4C _.b _b _b _b
S. mutans _+C _+C _+C _+C _+C _+C _+C _+C
S. pyogenes --b --b nd -4¢ --b --b -4¢ -4C

++2: inhibicion, --°: Sin inhibicion, -+°: mediana inhibicién, nd: no determinado, controles: Eritromicina y
microorganismos.

Durante las evaluaciones realizadas a una concentracion de 2 mg/mL AST se observo que
los extractos del rizoma de jengibre fresco y seco (n-hex. y CHCly), inhibieron el
crecimiento de C. albicans y S. cerevisiae. Mientras que en la determinacion antibacteriana
con, S. aureus, S. mutans B. cereus y S. pyogenes se observo cierta actividad en comparacion
con los testigos de la eritromicina y de la bacteria correspondiente. Ninguno de los extractos
mostro actividad frente P aeruginosa. Con respecto a E. faecalis se recomienda realizar
nuevamente la evaluacién. Con respecto a la actividad antibacteriana de los extractos del

rizoma seco y fresco se observé mayor inhibicion con B. cereus.

Con base en los resultados anteriores se realizo la evaluacion a una mayor concentracion 4
mg/mL AST (80g /20 mL), frente a E. faecalis, S. aureus, S. mutans y B. cereus, ver tabla
15. Con respecto a B. cereus se observé una moderada actividad del extracto n-hexanico del
rizoma fresco y seco, mientas que el extracto CH.Cl2 del rizoma seco y fresco inhibid a dicho

microorganismo.

A la concentracion de 4 mg/mL AST, se observd una mayor inhibicion de S. aureus, S.
mutans y E. faecalis. Donde se observa que S. aureus mostré una actividad de moderada a
alta con cualquiera de los extractos.
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Tabla 15. Resultados de la Evaluacion Antimicrobiana por el Método de Mitcher

(4 mg/mL).
Extractos frescos Extractos secos
n-hexano CH:Cl: n-hexano CHzCl>
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
B. cereus -+¢ -+ ++8 -+¢ -+ -+ ++2 ++2
E. faecalis -+¢ --b ++8 -b +42 --b -+C -b
S. aureus ++48 -+ -+ -+¢ ++8 -+ ++4@ -+
S. mutans ++48 -b ++2 --b ++4@ -b ++42 -+

++2: inhibicidn, --2: Sin inhibicidn, -+°: mediana inhibicidn, controles: Eritromicina y microorganismos.

Por otro lado, S. mutans mostré alta actividad a las 24 h de la evaluacién con todos los
extractos; sin embargo, trascurridas 48 h se observé una disminucion en su actividad en el
extracto CH2Cl> del jengibre seco. Las pruebas realizadas con el resto de los extractos a las

48 h no mostraron actividad (se observé un crecimiento similar al control de la bacteria).

Con respecto a E. faecalis en general se puede observar que los diferentes extractos

inhibieron su desarrollo de manera moderada.

7.5 Resultados de la actividad antimicrobiana por el método de Mitcher de los extractos
Tagetes filifolia Lag seco.
La evaluacion antimicrobiana de T. filifolia se realiz6 con una concentracion de 2.5 mg/mL
con los tres diferentes extractos —n-hexano, ACOEt y MeOH—; los resultados se observan
en la tabla 16.

Tabla 16. Resultados de la Evaluacion Antimicrobiana por el Método de Mitcher
(2.5 mg/mL).

n-hexano AcOET MeOH
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
B. cereus -
C. albicans -
E. faecalis -
P. aeruginosa -
S. cevericiae -
S. aureus -
S. mutans -
S. pyogenes - -- -- - -- --

--P Sin inhibicion, controles: Eritromicina y microorganismo.

o o T T T T T O

o T T T T T T O

o T T T T T T O

o o T T T T T O

o T T T T T T O

o T T T T T T T

En los dos ensayos realizados con T. filifolia no se observo actividad frente a ninguno de los
microorganismos de prueba ensayados, ver anexos del 15-17.
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7.6 Separacion y purificacion del extracto hexanico de Tagetes filifolia Lag.

De la separacion cromatografica del extracto hexanico del “anisillo”, se obtuvieron 4 sélidos

que a continuacion describen.

A partir de la fraccion 30-70 eluidas con n-hex (100%) cristalizd espontaneamente a
temperatura ambiente un sélido, el cual fue purificado por cristalizacion por par de
disolventes [AcCOEt/n-hex], obteniéndose 28.6 mg de un sélido blanco de pf. 69-70 °C y con
Rf 0.40 [n-hex/AcOEt (8.0:2.0)] y 0.43 [CH.CIl2/AcOEt (9.5:0.5)]. Con base en los datos
obtenidos de su espectro de IR (ver figura 14, pp 28) y pf, se lleg6 a la conclusion que se

trataba de una cera, ver figura 9.

Fracciones de la 30-70.
Extracto n-hex.

e Solido blanco (28.6 mg)

e pf.69-70 °C
o ﬁz“'“ e Soluble: n-hexano
e Insoluble: MeOH
e Parcialmente soluble: CH,Cl, y AcOEt.
e R 0.4 [n-hex/AcOEt (8:2)]
______ bomeemaponnes e R 0.43 [CH2CI2/AcOETt (9.5:0.5)]

e Revelador: Sulfato cérico amoniacal/H,SO4

Figura 9. Propiedades fisicas del sélido obtenido con n-hex. (100%).

De las fracciones 76-175 obtenidas de la separacion cromatografica del extracto n-hexanico
con una mezcla de elucion n-hex/AcOEt (9:1), se obtuvo la mezcla de B-sitoesterol (1) y
estigmasterol (2), la cual fue identificada en CCF con sulfato cérico amoniacal/H2SOs y
utilizando una referencia auténtica. Dicha mezcla esta constituida por dos compuestos que
pertenecen al grupo de los fitoesteroles, los cuales cumplen una funcién estructural en la
membrana celular de los vegetales [45]. Los fitoesteroles y fitoestanoles son esteroles
vegetales (compuestos de 28 o 29 atomos de C), de estructura similar al colesterol (27 C,
figura 10), los cuales derivan del ciclopentano perhidrofenantreno, diferenciandose en la

cadena hidrocarbonada lateral en C-24. El colesterol (3) presenta una cadena formada por
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ocho carbonos saturados. En cambio, los fitosteroles presentan 9 o 10 atomos de C (B-
sitosterol 1 y campesterol 4), algunos presentan doble enlace como el estigmasterol 2. Los
fitoestanoles estdn en menor proporcidn en el reino vegetal, pero se preparan por reduccion
quimica de los fitoesteroles, obteniendo sitostanol (5), campestanol (6) y stigmastanol (7).
[46-47] Estos metabolitos secundarios son beneficiosos para el hombre tanto asi que la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria recomienda consumir entre 1.5 a 2.4 g/dia de
fitoesteroles y/o estanoles para reducir el colesterol en sangre. Ademas, la FDA ha aprobado
el papel de los alimentos que contienen fitoesteroles dentro de una dieta baja en grasas
saturadas y colesterol para reducir el riesgo de enfermedades cardiacas, especialmente el
consumo de al menos 1.3 g/dia de esteroles, dos veces al dia. También se ha reportado
actividad antibacteriana del estigmasterol y del b-sitosterol [48-49]. Y otras investigaciones
han indicado que el estigmasterol puede ser Gtil en la prevencion de ciertos canceres,
incluidos los de ovario, préstata, mama y colon ademas de presentar propiedades

antioxidantes, hipoglucémicas e inhibidoras de la tiroides [50].

La mezcla de fitoesteroles también se obtuvo de la separacion cromatogréafica del extracto
con AcOEt de T. filifolia, a partir de las fracciones de la 32-78 con una mezcla de elucién de
n-hex/AcOEt (9:1), obteniéndose un total de 508.4 mg (22.3 %).

Masa: 508.4 mg (22.3 %)

pf. 130-132 °C

Soluble: n-hex y CHCl..
Insoluble: Me.CO, MeOH.
Rf: 0.42 [n-hex/AcOE (7:3)]
Rt: 0.5 [CH2CI2/AcOEt (9:1)]

Ri=0.42R;=0.42 Rf=042 . ' .
. . . R¢=0.50

Figura 10. CCF de la mezcla de -sitoesterol (1) y estigmasterol (2). A) referencia de la mezcla de
1y 2 pura, B) La mezcla de 1y 2 obtenido del extracto n-hexanico y C) la mezcla de 1y 2 obtenida
del extracto de AcOEt.
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Figura 11. estructuras quimicas de los fitoesteroles y fitoestanoles, 1) B-sitoesterol, 2) Estigmasterol,
3) Colesterol, 4) Campesterol, 5) sitostanol, 6) campestanol, 7) Estigmastanol.

De la separacién cromatogréafica del extracto hexanico se obtuvieron las fracciones 557-589
eluidas con AcOEt (100 %), donde se observd la cristalizacién espontanea de un solido de
pf. de 64°C, el cual fue soluble en n-hex., CH2Cl> y AcOEt. Con base en su punto de fusion

y sus datos de IR, permitieron concluir que se trata de una cera, ver figura 13.
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Fracciones de la 234-259
Extracto n-hex.

Solido blanco (10 mg)

pf. 95-97 °C

Soluble: AcOEt y MeOH caliente
Insoluble: n-hex. CH.Cl,, Me>CO

Rt. 0.4 [n-hex. /AcOEt/MeOH (3:6:1)]
Ry: 0.44 [n-hex. /AcOEt/Me,CO (2:5:3)]
Revelador: Vainillina/ Hz3PO4

Figura 12. CCF del s6lido obtenido de la fraccién 234-259 del extracto n-hexanico.

Fracciones de la 367-389

Extracto n-hexanico
Ry=047 e Sdlido (6 mg)

Py e pf. 73-75°C

e Soluble: Hexano calento

e Insoluble: CH.CI;

e Ry 0.47 [n-hexano/AcOEt/MeOH
(6:3:1)]

"""" 1------- e Revelador: sulfato cérico amoniacal

Figura 13. CCF del sélido obtenido de las fracciones 367-389 del extracto n-hexanico
de T. filifolia.
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Figura 14. Espectro de IR (nujol) de las fracciones 30-70.
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La columna del extracto de AcOEt present6 problemas durante la separacion, ya que debido
a la gran cantidad de pigmento presente en las fracciones se tuvo que recurrir a la

decoloracion con carbon activado en una columna con silica gel.

De la decoloracion de dichas fracciones se obtuvo un solido de pf. de 95-97°C y Rfde 0,4 y
0,44 con mezclas de n-hex. /ACOEt/MeOH (3:6:1) y n-hex./AcOEt/Me,CO (2:5:3)

respectivamente.

---------------------------------------- Fracciones de la 358- 493
Extracto de AcOEt.

Soélido amarillo (137 mg)

pf. 163-165 °C

Soluble: AcOEt MeOH caliente
Insoluble: n-hexano, CH2Cl,

Ry: 0.43 [CH2Cl2/MeoCO/etOH (6:3:1)]
Ryf: 0.41 [CH2Cl2/Me,CO/MeOH (7:2.1)
Revelador: HAc/H2S04/H20

Figura 15. CCF del sdlido obtenido de las fracciones 358- 493 del extracto de AcOEt
de T. filifolia.

El s6lido obtenido de las fracciones 358-493 (137 mg) con mezclas de n-hexano/AcOEt
(1:1 a 3:7), presento un pf. de 163-165 °C, este solido es soluble en disolventes polares,
como MeOH caliente (68 °C). Con base en sus propiedades fisicas y espectros de IR se
infiri6 que se trata de un derivado glicosilado de los fitoesteroles descritos previamente en
este trabajo (pp.31).

El ultimo solido se obtenido con AcOEt, a partir de la fraccion 140-153, n-hexano/AcOEt
(8:2), de pf. 74-77°C, este compuesto mostro ser insoluble en disolventes poco polares, como
el n-hexano y el CH.Cl,. De dicho solido no se obtuvieron datos adicionales para su

identificacion y caracterizacion.
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Fracciones de la 140- 153
Extracto de AcOEt

Solido blanco (8.9 mg)

pf. 74-77 °C

Soluble: AcOEt

Insoluble: n-hexano y CH2Cl;
Rf: 0.46 [ACOEt/Me2CO (7:3)]
Revelador: Vainillina en H3PO4

...... {--=-=---

Figura 16. CCF del sélido obtenido de las fracciones 140-153 del extracto de AcOEt
de T. filifolia.
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8. Resultado y andlisis de los ensayos bioldgicos.

En este trabajo se evalud principalmente, la actividad antimicrobiana de tres organismos
relacionados con diferentes infecciones bucodentales los cuales son Streptococcus mutans,

Enterococcus faecalis y Candida albicans.

Streptococcus mutans es un coco gran positivo, anaerobio facultativo. S. mutas se encuentra
en el microbiota bucal de manera comdn. Sin embargo, bajo ciertas condiciones este
microorganismo comienza a desplazar al resto de las poblaciones bacterianas, cambiando el
pH bucal de 7-4.2, provocando la desmineralizacion del tejido duro y generando caries
bucales. Aunque S. mutans no es el unico microorganismo responsable de la caries dental se
encuentra en mayor proporcién en pacientes con dicho padecimiento. Ademas, de las caries
dentales, esta bacteria se encuentra asociada con otras enfermedades, como endocarditis,

periodontitis, entre otras [50-54].

El tratamiento utilizado para controlar las infecciones relacionas con S. mutans cominmente
son los antibidticos B-lactamicos (amoxicilina, penicilina o bien una mezcla de amoxicilina
con acido clavulanico). Sin embargo, en los ultimos afios se ha observado que la resistencia

de S. mutans hacia este tipo de medicamentos ha ido en aumento [55].

El grupo de los Enterococcus son bacteria Gram positivas, anaerobias facultativas, no
esporulantes. Este grupo de microorganismo se puede encontrar de manera ubicua en el H20
o0 suelo; sin embargo, también se encuentra comdnmente en el tracto gastrointestinal de
animales como organismo comensales, sin causar ningun dafio al huésped [56]. Las especies
pertenecientes a este género suelen ser organismos hostiles, llegando a soportar pH extremos
(pH 9.6), altas concentraciones salinas, metales pesados, desecacion y temperaturas elevadas
[57], siendo solo E. faecium y E. faecalis, las principales especies del género asociadas con

enfermedades de importancia médica [58].

A pesar de que E. faecalis suele habitar el tracto gastrointestinal, la cavidad oral y los tractos
genitales humanos, solo bajo ciertas condiciones y debido a que es un patégeno oportunista,
se ha relacionado con diversas patologias, las cuales en los ultimos afios han causado interés
médico, convirtiéndose en el tercer microorganismo aislado con mayor frecuencia en

muestras hospitalarias, siendo responsable de diversas enfermedades, tales como:
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endocarditis, sepsis, infecciones del tracto urinario. Este microorganismo también se
encuentra con mucha frecuencia en infecciones secundarias del conducto radicular en
pacientes con y sin antecedentes de endodoncia, muchos autores argumentan que su alta
resistencia es la que ocasiona que su poblacién aumente en un sistema inmunocomprometido
y no a su virulencia. Un estudio realizado por M. M. Cassal indica que la resistencia de E.
faecalis a diversos antibidticos va en aumento, siendo el tratamiento mas exitoso hasta el
momento en infecciones bucodentales con enjuagues de hipoclorito de sodio (NaClO) [58-
59].

Por otro lado, Candida albicans es un organismo comensal presente en las mucosas
digestivas, genitales, respiratoria y bucal en un gran nimero de la poblaciéon mundial. Sin
embargo, debido ciertas alteraciones en el microbiota y el sistema inmunitario del hospedador
se transforma en un agente patdgeno, causando candidiasis, la cual pueden ser superficial o
profunda. La candidiasis superficial podria ser oral (pseudomembranosa) y genital
(vulvovaginal o balantis®). Mientras que las candidiasis profundas producen lesiones agudas
o0 cronicas que pueden afectar uno 0 mas 6rganos, estas infecciones se presentan con mayor
frecuencia en personas con un sistema inmune comprometido (VIH, diabetes, con
tratamientos como quimioterapia y radioterapia, entre otros). Los principales factores de
virulencia de C. albicas son la sintesis de moléculas de adhesion, la secrecion de enzimas
hidroliticas, variabilidad antigénica, cambios fenotipicos y el dimorfismo. El tratamiento
convencional para tratar infecciones por candidiasis es antifungico azélicos (ketoconazol,

fluconazol y miconazol) y los poliénicos (nistina y anfotericina) [60-64].

Los resultados de este trabajo mostraron que el jengibre podria ser una alternativa para tratar
infecciones bucodentales, esto se puede observar en las tablas 11 y 12. Asi como, en los
anexos del 7 al 14, donde se observa una actividad considerable de los extractos n-hexanico
y CH2Cl. del jengibre fresco y seco. Un estudio realizado donde se evalud el extracto EtOH
del jengibre fresco en C. albicans, S. mutans y E. faecalis observd la inhibicion de estos tres
microorganismos a las concentraciones de 25 y 75 puL. A la concentracion de 75 uL se

observé una inhibicion en S. mutans (8 mm), E. faecalis (14 mm) y C. albicans (11 mm).

8 Balantis: Termino médico que se usa para hacer referencia a la inflamacién del glande o, menos frecuente,
el clitoris.
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Adicionalmente en la literatura se ha informado de la evaluacion antimicrobiana del jengibre

en estos tres microorganismos [65].

Otros trabajos que evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos del jengibre en S.
mutans, son el aceite esencial de las hojas [66], el extracto EtOH del rizoma seco [67], y los
diferentes extractos —MeOH, EtOH, Et.O, CHCIz y H.O— del rizoma seco, siendo el

extracto MeOH el que mostré mayor actividad (23 mm) [68].

El aceite esencial del rizoma fresco mostr6 actividad frente a E. faecalis [69-70]. Por otro
lado, se encontr6 que el aceite esencial del rizoma del jengibre mostro actividad
bacteriostatica [71-72].

Por otro lado, se determiné que el extracto EtOH del rizoma fresco y el extracto EtOH del

polvo de la raiz del jengibre mostraron importante actividad frente a C. albicans [20, 73].

De la evaluacion de diferentes extractos del rizoma seco —n-hex., AcOEt, CHCI3, Me2CO y
Et.O— se observd que el extracto con AcOEt mostré una mayor inhibicion (14.6 mm). Del
analisis quimico del extracto n-hex. se encontrd que contenia grandes cantidades de
zingibereno (8), por lo que se atribuye esta actividad a la presencia de dicho compuesto [74].
En otro estudio se evalud la actividad fungicida y su capacidad de formar biofilm de los
diferentes gingeroles y sogaoles con diferentes longitudes en la cadena (6, 8 y 10) frente a C.
albicans [75], encontrandose que la degradacion del biofilm por parte de los gingeroles y
sogaoles se relaciona con el numero de carbonos de la cadena lateral; mientras mas grandes
sea la cadena menor actividad. Ademas, de esto se encontrd que el 6-gingerol y 6-sogaol (9
y 10) suprimieron la formacion de pseudohifas en C. albicans, siendo el 6-sogaol (9), el que

mostro mayor efecto en una cepa resistente al fluconazol.
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Figura 18: Estructuras quimicas con actividad antimicrobiana reportadas en el jengibre 8)
Zingibereno, 9) 6-sogaol, 10) 6-gingerol.

Pseudomona aeruginosa es una bacteria Gram negativo, anaerobio facultativo muy comdn
en el medio ambiente —agua, suelo, plantas y lugares debido con bajo requerimiento
nutricional-. Ademas, crece a temperaturas variables, desde los 20-43 °C, siendo capaz de
desplazarse gracias a que posee un flagelo [76]. P. aeruginosa es un organismo oportunista;
responsable de diversas infecciones en pacientes inmunocomprometidos. La capacidad
infecciosa de esta bacteria se debe a que posee una gran variedad de factores de patogenicidad
tales como: adaptabilidad fisiologica, potencial metabdlico y mecanismo de virulencia,
convirtiéndose en un problema a nivel mundial. Otro factor que convierte a P. aeruginosa en
un riesgo para la salud, es la resistencia que ha adquirido a diferentes antibidticos de amplio
espectro —ampicilina, amoxicilina, cefotaxima, entre otras— [77-78].

En el presente trabajo no se observé actividad de Z. officinale frente a P. aeruginosa, como
se describe por otros autores [79-80], mientras que el aceite esencial del rizoma mostro
actividad (18h, 27 mm) [81]. Sin embargo, se han descrito evaluaciones donde se muestra la

actividad de diferentes extractos del jengibre frente a P. aeruginosa [82-83].

Streptococcus pyogenes es un estreptococo B-hemolitico del grupo A, es un bacilo Gram
positivo, inmovil; esta bacteria es responsable de diversas infecciones entre las que se puede

citar faringitis, impétigo®, celulitis, escarlatina, fiebre reumatica, toxico entre otras

% Impetigo: Infeccién de la piel causada por bacterias.
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enfermedades [84-86]. El tratamiento que se usa para tratar infecciones de S. pyogenes son
antibioticos del grupo de los macrolidos, principalmente la eritromicina y la lincosamida
[87].

En estudios realizados con S. pyogenes se evaluo la actividad del jengibre en contra de este
microorganismo donde se comparo el efecto de los extractos EtOH y acuoso del jengibre con
respecto a antibioticos de uso convencional [88], siendo el extracto EtOH de las hojas del
jengibre , el de mayor actividad, (logrando alcanzar una zona de inhibicion de 30 mm en una
concentracion de 100 mg/ml). Otro estudio se enfocd en la evaluacién de cinco diferentes
extractos del jengibre (MeOH, etanol, H>O, CHCIs y eter dietilico) a partir del rizoma seco
del jengibre contra S. pyogenes [68], siendo el extracto MeOH el mas activo (halo de
inhibicion de 24. 9 mm), mientras que con el extracto acuoso la inhibicion fue menor. Por
otro lado, se demostré que el extracto acuoso de la raiz fresca del jengibre a diferentes

concentraciones mostro resultados positivos a la concentracion de 0.3 y 0.4 mg/mL [51],

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo es comun en
alimentos contaminados, causando infecciones estomacales causadas por diferentes toxinas.
Debido a su gran adaptabilidad puede generar diversas Infecciones de piel, neumonia,
intoxicacién alimentaria, endocarditis, entre otras [89-91]; el gran espectro de infecciones
que puede causar S. aurus y la cantidad de cepas resistentes a distintos antimicrobianos es un
problema alarmante en la comunidad cientifica, se estima que entre el 90 al 93% de S. aureus

es resistente a la penicilina, y un 60 % aproximadamente a la meticilina y vancomicina [92].

Estudios recientes han informado que el extracto EtOH es mas activo que el extracto acuso
de las hojas y rizoma del jengibre [93], otro estudio reporta un halo de inhibicion de 23 mm
con el aceite esencial de las hojas del jengibre [18], otro estudio similar [74] evalud el rizoma
del jengibre con cinco extractos diferentes —hexano, AcOEt, CHCIs;, MeCO; y Et,O— se
encontrd que el extracto hexanico mostré mayor actividad (15.3 mm de halo de inhibicidn),
y a partir del analisis quimico de dicho extracto, se encontrd que los zingiberenos son los
principales constituyentes de dicho extracto, ademas de esto existen otros trabajos que

también han reportado actividad del jengibre con respecto a S. aureus [83, 94].
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Bacillus cereus es una bacteria gran positiva, anaerobia facultativa, movil gracias a la
presencia de flagelos periticas', este microorganismo forma una endospora, la cual lo hace
muy resistente a diferentes condiciones de temperaturas (4-40 °C), pH (4.9- 9.2),
concentraciones altas de NaCl (7%), humedad y a los tratamientos de pasteurizacién o
procesos de coccidn. B. cereus se encuentra frecuentemente de forma saprofita en el suelo,
agua, vegetacion y aire de donde se transfiere a los alimentos [93,95]. La intoxicacion de este
microorganismo se debe a diferentes toxinas, las cuales son responsables de dos cuadros
clinicos, la primera de ellas es la toxina emética (cereulida) responsable del sindrome
emético, el cual se caracteriza por nauseas agudas y vomito, esta intoxicacion se desarrolla
después de 1 a 6 h después de ingerir los alimentos contaminados. El segundo cuadro clinico
se le atribuye a la enterotoxina, la cual, se produce durante la fase estacionaria de B. cereus,
es altamente hidrofobica y termoestables, solo se inactiva a 121°C por 90 minutos, siendo
activa en un pH de 2 a 11, por lo cual es resistente el acido presente en el estdmago. Las
enterotoxinas se producen una vez que B. cereus coloniza el intestino delgado y son
responsables del sindrome diarreico [96-98]. Debido a que la sintomatologia causada por la
intoxicacion de B, cereus es temporal se usan antibioticos —clorafenicol, clindamicina,
vancomicina, gentamicina, estreptomicina, eritromicina—, mostrando resistencia a los

antibioticos B-lactamicos [96-97].

En este trabajo se observé que la actividad de los extractos —hexanico y CH2Cl>— del
jengibre mostro muy buena actividad contra B. cereus, esto se puede observar en las tablas
11y 12 asi como en los anexos 7-14; Chand, 2013 [94] evaluo el extracto acuoso del rizoma
fresco y observo un halo de inhibicién de 6.67 mm, mientras que Tagoe et al en 2010 [98]
mostro que en concentraciones que van de los 50 a los 500 pg no habia inhibicion del extracto
acuoso en B. cereus, Los resultados de esta investigacion se realizaron por duplicado con
cada una de las concentraciones y se observo actividad de los extractos frente a B. cereus
desde la concentracion més baja que se uso en esta prueba (2 mg/mL), mientras que en la
concentracion mas alta una inhibicion completa con los extractos CH2CI2 a las 24 h, mientras
que con el extracto realizado a partir del rizoma seco se observé una inhibicion completa
transcurridas las 48 h [99].

1OFlagelos ubicados en toda la superficie celular.
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Saccharomyces cerevisiae es una levadura ampliamente distribuida en la naturaleza,
principalmente en el suelo y en las plantas, siendo la levadura mas benéfica para el ser
humano, ya que es empleada en la elaboracion de diversos productos alimentarios. Sin
embargo, este microorganismo también es capaz de colonizar el tracto gastrointestinal y
respiratorio en humanos, raramente provoca infecciones personas con un sistema
inmunocomprometido Se tienen informes que S. cereviciae presenta una sensibilidad
reducida a la mayoria de los azoles como por ejemplo el fluconazol, volviéndose un problema

en la minoria de personas afectadas por este microorganismo [100-102].

En la literatura se encontré muy poca informacidon acerca de la actividad del jengibre frente
a S. cereviciae; sin embargo, los resultados cualitativos obtenidos del presente mostraron una
excelente actividad contra las dos levaduras (C. albicans y S. ceverevisae) que se evaluaron,

ya que se llegd a una inhibicion completa a partir de la menor concentracion 2 mg/mL.

En este trabajo también se evaluaron tres hongos filamentosos; dos especies de Aspergillus

y una de Alternaria sp.

La ultima clasificacion que se realizé del género Aspergillus fue la realizada por Samson en
2014 [103]. Segun esta clasificacion las dos especies con las que se trabajo pertenecen a la
seccién de Nigri, esta seccion se diferencia del resto, principalmente a la tonalidad de las
colonias que se forman, las cuales son de color negro, ademas de esto se han usado criterios

bioquimicos y moleculares [104-108].

A. niger es un hongo benéfico para el hombre;-mientras que A. brasilensis es una especie
relativamente nueva [108-110], esta descripcion se realizé con base en analisis moleculares.
A pesar de que A, niger se considera como un microorganismo benéfico para el hombre
también es responsable de causar aspergilosis un problema de salud relacionado,

principalmente con personas con un sistema inmune comprometido [111-112].

Los resultados obtenidos del presente proyecto mostraron no tener actividad frente a ninguna
de las dos especies de Aspergillius ensayadas, resultados que coinciden con los informados
en la literatura [18]. Mientras que para A. brasiliensis no se encontro literatura que evaluara

la actividad de esta planta contra esta especie de hongo.
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El género de Alternaria pertenece al grupo de hongos imperfectos”, este género se encuentra
ampliamente distribuido en el medio ambiente, es comun encontrarlo en el suelo, plantas,
madera y alimentos, causando graves dafios a las plantaciones de diversos cultivos (fresa,
tomates, citricos, entre otros). Entre las principales micotoxinas producidas por Alternaria sp
se pueden mencionar tres: el alternariol un derivado de la dibenzopirona, el monometil éter
(11), alternariol (12) y el altenueno (13), los cuales se relacionan con problemas en la salud
cuando son ingeridos; entre los diversos problemas a la salud se encuentran alergias, canceres

de esofago los cuales se reportan principalmente en Africa [113-115].
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Figura 19. Estructuras de los metabolitos secundarios de especies del género Alterinaria.

El extracto EtOH del rizoma seco mostro actividad contra Alternaria sp. [20], mientras que
el extracto EtOH (5 %) [116] se aplico en plantaciones infectadas por Alternaria sp, sin
embargo, este tratamiento no mostro ninguna actividad frente a dicho problema. Por otro

lado, la evaluacion del aceite esencial del rizoma d el jengibre reporto actividad contra
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Alternaria a partir de las 200 ppm, observandose alteraciones morfoldgicas y
malformaciones en las esporas, mientras que a 500 ppm se observo la perdida de citoplasma
en las hifas [117-119].

Con respecto a la actividad antimicrobiana de los extractos —hexanico, CHxCl> y
MeOH—de T. filifolia se encontr6 que no tenian actividad frente a ninguno de los
microorganismos ensayados, resultados similares a los informados en la literatura [120].
Donde el extracto EtOH de T. filifoia fue evaluado frente a S. aureus, P. aeruginosa, C,
albicans, Escherichia coli, Salmonella gallinarum y Klebsiella pneumoniae sin observarse
actividad antimicrobiana alguna. Otro estudio [121] evalud la actividad del extracto EtOH
(70 %), asi como del aceite esencial de T. filifolia frente a Candida albicans observandose
que ambos extractos fueron capaces de inhibir el crecimiento de C. albicans con 11.55 mm

y 13. 28 mm respectivamente.

Con respecto a la actividad antimicrobiana de T. filifolia Barajas [28] reporta actividad
fungicida contra Sclerotium rolfsii y Monilinia fructicola por parte del aceite esencial. Otro
autor que hace referencia a actividades biologicas en el aceite esencial en Camarillor, 2009
[34], quien evaluo el extracto acuoso, asi como el aceite esencial en Trialeurodes
vaporariorum, un insecto del orden hemiptera, donde solo observo actividad insecticida con
el aceite esencial, esto permite inferir que el responsable de la actividad biolégica muy
probablemente corresponda a los compuestos presentes en el aceite esencial. En T. filifolio

los compuestos mayoritarios del aceite esencial son el cis 0 tran-atenol y el estragol [38-39].

8 Conclusiones.
» A partir del material organico se obtuvieron los extractos del rizoma de Z. officinale
fresco y seco y de las partes aéreas de T. filifolia.
> Se realizaron las pruebas microbioldgicas frente a hongos levaduras y bacterias, de
las cuales los extractos con mayor actividad fueron los que se realizaron a partir del

rizoma seco. Los extractos del rizoma seco fueron mas efectivos en levaduras —C.
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albicans y S. cereviciae— que en las bacterias con las que se trabajo, donde los
extractos resultaron ser muy activos en C. albicas.

» Los resultados cualitativos obtenidos del presente mostraron una excelente actividad
contra las dos levaduras (C. albicans y S. verevisae) que se evaluaron, ya que se llego
a una inhibicién completa a partir de la menor concentracion 2 mg/mL,

» Del estudio quimico de los extractos n-hex. y AcOEt se obtuvo como productos
mayoritarios la mezcla de B-sitosterol/estigmasterol.

» Ninguno de los extractos de T. filifolia presento una actividad microbiologica
importante.

9 Sugerencias

» Evaluar la actividad del aceite esencial del jengibre con referencias de los gingeroles
0 shogaoles. O bien una mezcla del aceite esencial con gingeroles y sogaoles, ya que
se ha informado que los gingeroles y los sogaoles son los compuestos activos en dicha
especie vegetal.

» Evaluar a nivel cuantitativo los diferentes extractos del jengibre con muestras
auténticas de los gingeroles y sogaoles disponibles de manera comercial.

» Los resultados cualitativos obtenidos del presente mostraron una excelente actividad
contra las dos levaduras (C. albicans y S. cerevisae) que se evaluaron, ya que se llego

a una inhibicion completa a partir de la menor concentracion 2 mg/mL,
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ANEXOS

Anexo 1. Evaluacion de Alternaria, por el meétodo de medio envenenado (2 mg/mL de APD).

Extractos frescos de Z. officinale. Blancos

Extracto hexanico. Extracto CH2Cl; Extracto de MeOH Hongo Itraconazpl

24h

48 h
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Anexo 2. Evaluacion de Alternaria, por el método de medio envenenado (2 mg/mL de APD).

Extractos secos de Z. officinale.

Blancos

Extracto hexanico. Extracto CH.ClI,

Extracto de MeOH  Hongo ltraconaz

24 h

48 h
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Anexo 3 Evaluacion de A. brasiliensis, por el método de medio envenenado (2 mg/mL de APD).

Extractos frescos de Z. officinale. Blanco

Extracto hexanico. Extracto CH2Cl; Extracto de MeOH Hongo Itraconazo
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Anexo 4. Evaluacion de A. brasiliensis, por el método de medio envenenado (2 mg/mL de APD).

Extractos secos de Z. officinale. Blanco

Extracto hexanico. Extracto CH».Cl, Extracto de MeOH Hongo Itraconaz

24 h

48 h
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Anexo 5. Evaluacion de A. niger, por el método de medio envenenado (2 mg/mL de APD).

Extractos frescos de Z. officinale. Blanco

Extracto hexanico. Extracto CH2Cl> Extracto de MeOH Hongo Itraconazpl

24 h

48 h
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Anexo 6. Evaluacion de A. niger, por el método de medio envenenado (2 mg/mL de APD).

Extractos secos de Z. officinale. Blanco

Extracto hexanico. Extracto CH2Cl; Extracto de MeOH Hongo Itraconazpl

24 h

48 h
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Anexo 7. Determinacion antimicrobiana del extracto de n-hexano de Z. officinale
(80 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina Microorganismos Extracto hexanico
(fresco).

(Blanco) (Blanco)

24h

8h

1) P. aeruginosa, 2) C. albicans, 3) S. cevericiae, 4) S. mutans, 5) E. faecalis, 6) B. cereus, 7) S. pyogenes, 8) S. aureus
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Anexo 8. Determinacion antimicrobiana del extracto de CH,Cl, de Z. officinale
(80 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina Microorganismos Extracto CH2Cl
Blanco) (Blanco) (fresco).

24 h

48 h

1) S. aureus, 2) S. mutans, 3) S. pyogenes, 4) P. aeruginosa, 5) S. cevericiae, 6) C. albicans, 7) E. faecalis, 8) B. cereusj
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Anexo 9. Determinacion antimicrobiana del extracto de n-hexano de Z. officinale
(80 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina Microorganismo Extracto hexanico
Blanco) Blanco)

(seco)

241

48 h

1) P. aeruginosa, 2) C. albicans, 3) S. cevericiae, 4) S. mutans, 5) E. faecalis, 6) B. cereus, 7) S. pyogenes, 8) S. aur
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Anexo 10. Determinacién antimicrobiana del extracto de CH2CL2 de Z. officinale
(80 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina Microorganismo Extracto CH2CI2

(Blanco) (Blanco) _(seco)

24h

48 h

1)P. aeruginosa, 2) C. albicans, 3) S. cevericiae, 4) S. mutans, 5) E. faecalis, 6) B. cereus, 7) S. pyogenes, 8) S. aureus




Anexo 11. Determinacion antimicrobiana del extracto de n-hexano de Z. officinale
(20 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

63

Eritromicina
(Blanco)

Microorganis mos Extracto hexanico
(Blanco (fresco)

24 h

48 h

1) S. mutans, 2) B. cereus. 3) E. faecalis, y 4) S. aureus
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Anexo 12. Determinacién antimicrobiana del extracto de CH2CI2 de Z. officinale
(20 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina

(Blanco) Microorganismos Extracto CH2Cl2

(Blanco) (fresco.)

24 h ,4 ¢ "7 ’;;~'3

48 h

2

1) S. mutans, 2) B. cereus. 3) E. faecalis, y 4) S. aureus.
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Anexo 13. Determinacion antimicrobiana del extracto de n-hexano de Z. officinale

(20 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina

(Blanco)

Microorganismos
Blanco)

24h

Extracto hexanico

(seco.)

48 h

S. mutans, 2) B. cereus. 3) E. faecalis, y 4) S. aureus
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Anexo 14. Determinacion antimicrobiana del extracto de CH.Cl,
(20 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina Microorganismos Extracto CH2Cl2

24h

48 h

\

(Blanco) (Blanco) Seco

S. mutans, 2) B. cereus. 3) E. faecalis, y 4) S. aureus
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Anexo 15. Determinacién antimicrobiana del extracto de n-hexano de T. filifolia
(80 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina Microorganismos , .
9 Extracto hexanico

24 h

(Blanco) (Blanco)

48 h
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Anexo 16. Determinacion antimicrobiana del extracto de AcOEt de T. filifolia

(80 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina
Blanco

Microorganismos Extracto de AcOEt
(Blanco)

24h

48 h
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Anexo 17. Determinacion antimicrobiana del extracto de MeOH de T. filifolia

(80 mg/40 mL AST), mediante el método de Mitscher.

Eritromicina
Blanco

Microorganismos Extracto MeOH
(Blanco)

24 h

48h
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