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Resumen

RESUMEN 107 1

En México existe una gran cantidad de plantas que poseen actividad biolégica,
muchas de las cuales no han sido estudiadas. Una de las ventajas del empleo de las
plantas medicinales es que poseen un amplio rango de actividad antimicrobiana, debido
a que contienen una gran cantidad de principios activos que las hacen toxicas para los
microorganismos, La importancia de este trabajo radica en aislar los principios activos
presentes en Quassia amara, Gnaphalium canescens y Guazuma ulmifolia
contribuyendo asi a la quimiotaxonomia de sus familias y ademés determinar su
actividad contra microorganismos de importancia médica. Las plantas secas se molieron
y se colocaron en un matraz con solventes de polaridad creciente en un agitador por un
periodo de 7 dias a temperatura ambiente. Para evaluar la actividad antimicrobiana de
los extractos se utilizé el método de difusién en placa, con etanol como control negativo
y cloranfenicol (25mg/ml) como control positivo, se incubaron de 18-24 hrs. a 37°C;
después de este periodo se midié el halo de inhibicién. Se utilizd la cromatografia en
capa delgada para la separacion de los compuestos y el método bioautografico para la
localizacion de los compuestos activos. Ademas de métodos fisicos y quimicos para la
identificaciéon de los compuestos. Los resultados obtenidos fueron: los extractos de Q.
amara, G. canescens y G. ulmifolia presentaron actividad contra los microorganismos
estudiados en diferentes concentracioneé.‘Y el extracto hexanico presentd mayor efecto
inhibitorio en los tres casos. Solo el extracto hexanico de G. canescens presentd
inhibicién contra B. cereus por el método bicautografico, en las bandas con Rf de 0.55,
0.65 y 0.68. Las pruebas quimicas realizadas a las fracciones de G. canescens con
actividad antimicrobiana dieron positivas a alcaloides, cumarinas, terpenos y saponinas.
De la fraccidn activa se obtuvieron dos compuestos por cromatografia de gases acoplado
a espectrometro de masas, los cuales son ésteres de diferente peso molecular. Se

proponen las siguientes estructuras: CsH;s0, y CioHz,0:.



Abstract

ABSTRACT

In Mexico exists a great amount of plants that have biological activity, many of
them have not been studied. One of the advantages of the use of the medicinal plants is
that they have a wide rank of antimicrobial activity, because they contain a great amount
of active principles that make them toxic for the microorganisms. The importance of this
work is to isolate the active principles in Quassia amara, Gnaphalium canescens and
Guazuma ulmifolia thus contributing to chemotaxonomy of their families and in addition
determine their activity against microorganisms of medical importance. Dried plants
were grinded and they were placed in flask with of increasing polarity solvents a shaker
during 7 days at room temperature. In order to evaluate the extracts antimicrobial
activity it was used the method of plate diffusion, the ethanol was the negative control
and cloranfenicol (25mg/ml) was the positive control, they were incubated by 18-24 hrs.
to 37 °C; after this period the inhibition halo was measured. It was thin layer
chromatography to separate the compounds and the bioautografic method to locate the
active compounds. In addition the physical and chemical methods to identify
compounds. The obtained results were: the 0. amara, G. canescens and G. ulmifolia
extracts show activity against the studied microorganisms at different concentrations.
The hexanic extract showed greater inhibiting effect in the three cases. Only the of G.
canescens hexanic extract presented inhibition against B. cereus by the bioautografic
method, in the Rf of 0,55, 0,65 and 0.68 bands. The chemical tests made to the fractions
of G. canescens with antimicrobial activity gave positive alkaloids, coumarines, terpenes
and saponines. From the active fraction were obtained two compounds by gas
chromatography connected to mass spectrometer, which are esters of different molecular

weight. The following estructures are proposed: CgH;50; and C;oH;,05.



Introduccion

1.- INTRODUCCION

Es indudable que en los ultimos afios ha surgido un renovado interés por las
plantas medicinales que rodean nuestro entorno. El hombre hizo uso de las plantas
medicinales desde el inicio de su historia en lﬁ"ﬂerra. Ello le valié reconocer las
diferentes plantas, asi por medio del error y el acierto llegd a saber cuales le servian
como alimento, como medicina, e incluso tener especial cuidado con aquellas que eran

toxicas, 204175

Se estima que mas del 90 % de las especies vegetales no han sido aln
exhaustivamente estudiadas. Por tal razén las enormes posibilidades que ofrecen las
plantas medicinales para la atencién de problemas de salud de las comunidades, nos
enfrentan con el desafio de formular criterios que garanticen su empleo con seguridad y
eficacia dentro del sistema de salud. Asi como también conocer sus principios activos,
usos, aplicaciones, efectos adversos e interacciones con otros fitomedicamentos o

P
productos de sintesis.*"**"

En la actualidad se ha observado que las bacterias, virus y parasitos son
causantes de un gran numero de enfermedades gastrointestinales a nivel mundial,
ademas que estos microorganismos dia con dia estan adquiriendo resistencia a los
antibiéticos.”®”>

Las bacterias entéricas son un grupo al cual se le pone mucho énfasis, debido a
que un gran numero de cepas son patogenas para el hombre y los animales. Las

bacterias entéricas gram-negativas son mas comunes, que las gram- positivas. ?

Una de las ventajas del empleo de las plantas medicinales es que poseen un

amplio rango de actividad antimicrobiana, debido a que contienen una gran cantidad de

principios activos que las hacen toxicas para los microorganism 62,68



Introduccion

Las plantas medicinales deben su accién a ciertos componentes denominados
principios activos; los cuales son metabolitos secundarios (alcaloides, terpenoides,
flavonoides, etc.) de las plantas, es decir, sustancias aparentemente poco importantes

para la planta y que en muchos casos se consideran como desechos metabélicos.*””°

Debido a que la mayoria de los principios activos de las plantas son téxicos a
elevadas dosis, se recomienda desarrollar bioensayos. Ya que de esta manera podemos
determinar su actividad biolégica y contribuir con validez al uso de estas como

medicamentos.>®

La busqueda de productos naturales con actividad biologica, depende en gran
parte del aislamiento y purificacion de los metabolitos; asi como nuevos métodos de
espectroscopia, fitoquimica, farmacologia y materias afines que han hecho importantes

contribuciones a estas investigaciones. **°°

En la actualidad cerca del 50 % de los farmacos oficiales de patentes provienen
de productos vegetales y el resto lo constituyen productos sintéticos, que en muchos
casos, solo han sido sustituidos de drogas vegetales que se imitan en los laboratorios

quimicos para reducir su costo de produccién.*®

La importancia de este trabajo radica en aislar los principios activos presentes en
Quassia amara, Gnaphalium canescens y Guazuma ulmifolia contribuyendo asi a la
quimiotaxonomia de sus familias y ademas determinar su actividad contra

microorganismos de importancia médica.



Antecedentes

2.- ANTECEDENTES
2.1.- GENERALIDADES

Desde la Edad Media ya se tenian conocimientos sobre el uso de las plantas, pero
ellos se basaban en la teoria de las signaturas que propuso Paracelso. En la cual segiin el
Creador habia dejado sefias que indicaban el uso de las plantas. Asi, si una planta tenia
hojas en forma de rifién ésta seria buena para problemas renales; si poseia un latex rojo

seria indicacién de que era buena para la sangre, etc.>

Los conceptos modemos de plantas medicinales comenzaron en Europa, en el
siglo XVI, con la creacién de los primeros herbarios. En América ya contaban con una
antigua y vasta tradicién herbolaria antes que los europeos descubrieran el Nuevo
Mundo, la cual estaba fundamentada en el conocimiento empirico de las propiedades y

las aplicaciones de las plantas medicinales.>*>’

Los investigadores Mitcher, Allergrini y Pelecuer, en 1971, 1973 y 1976
respectivamente encontraron que un gran numero de plantas presentaban efectos contra
el crecimiento de diversas especies de bacterias. En ese tiempo se empezaron a buscar
métodos de estandarizacion de la extraccién de los compuestos antimicrobianos que

pudieran tener las plantas.*®

En 1991 ) March observo que el numero de plantas encontrado con efectos
inhibitorios sobre microorganismos crecia enormemente, ademas se dio cuenta que
diversas fracciones extraidas de las plantas presentaban diferentes efectos dependiendo

del tipo de solvente y tipo de separacion usada.’®



Antecedentes

2.2.- FAMILIA SIMARUBACEAE

Son arboles o arbustos; generalmente con corteza, madera y semillas muy
amargas. Consta de 32 géneros, 200 especies. Estos son arboles forestales de zonas
aridas y subtropicales o tropicales de importancia farmacologica por los principios

amargos que contienen las cortezas y las hojas.'®®

En el trépico mexicano merecen mencion Simarouba glauca de fruto comestible,
el pazak, pasaque o aceituno del estado de Chiapas y la peninsula de Yucatan. Quassia
amara “cuasia” de Sudameérica, Alvaradoa amorphoides, Pricamnia, Bechia y los
arbolitos ornamentales de Ailanthus, de Asia; en las zonas aridas del norte del pais se da
la Castela texana (bisbirinda o chaparro amargoso), de propiedades medicinales y
Holacantha, arbustos muy espinosos, desde Sonora hasta Coahuila. Quassia amara 'y
varias especies de Simarouba han sido usadas localmente como antimalaricos, pero no
tienen suficiente margen entre la dosis terapéutica y la toxica. La familia Simarubaceae

tiene un grupo distintivo de derivados diterpénicos, los simarubélidos.>%® Tabla No.1.

Tabla No.1. Simarubolidos presentes en plantas de la familia Simarubaceae.

PLANTA SIMARUBOLIDOS
Quassia amara Quasina y neoquasina
Quassia glauca Glaucarubina y glaucarubinona
Hannoa klaineana Klainenona y chaparrinona
Perriera madagascariensis Glaucarubina y glaucarubinona
Castela nicholsoni Chaparrina
Brucea amarissima Bruceina A, BY C
Eurycoma longifolia Euricomalactona




Antecedentes

2.2.1.- Quassia amara

La Cuasia (Quassia amara ) es una planta que se utiliza muy poco, pertenece a la
familia Simarubaceae y se le conoce como: amargo, bitterwood, guabo, hombre grande,

corteza de jamaica, simaruba y madera de Surinam.%®

Linneo le dio el calificativo de amara que en latin significa “amarga” y esa es la
propiedad que caracteriza a los miembros de esta familia. Esta planta deriva su nombre
de un habitante de Surinam llamado Quassi que a mediados del siglo XVIII adquiri6

fama tratando fiebres malignas.’”%

Antiguamente se decia que esta corteza mostraba una accion tonica, aperitiva,
febrifuga, antihelmintica, antidisentérica y antidiarreica. Ademdas es una planta muy
conocida por los principios amargos de la corteza del tallo usados por su propiedad
ténica por los indigenas de Sur América y de Costa Rica contra fiebres paltdicas y para
el dolor de estémago acompafiado de c6lico. Se menciona que su madera no es atacada

por los insectos. "7

En México se utiliza Q. amara y tiene los mismos efectos de la Q. officinalis. En
donde se emplea la corteza que se vende cominmente como fragmentos y se utiliza
como: tonica, febrifuga, estomacal, antihelmintica y para abrir el apetito. Ademas se ha
utilizado durante mucho tiempo como saborizante amargo de refrescos y bebidas
alcoholicas. Ademas constituye un plaguicida natural que no afecta al hombre ni a los

animales domésticos.*!-7

En los estados de Guanajuato, Puebla y Michoacan se utiliza para la bilis y contra
Ascaris lumbricoides, en la atonia intestinal o en la convalecencia de afecciones febriles.
La Sociedad Farmacéutica de México la reporta como antiséptico, aperitivo, catartico,

ténico, eupéptico y contra la atonia vesical.®®



Antecedentes

Los investigadores de la India descubrieron la actividad larvicida de (. amara
contra varios tipos de insectos inclusive mosquitos. También los estudios clinicos han
demostrado que la Q. amara es efectiva como un tratamiento para la infestacion de
cabeza (pediculosis). Otros investigadores han corroborado que el extracto acuoso de la
planta facilita la cicatrizacién de las ulceras y la migracién de células para la

regeneracion de los tejidos dafiados.” "

Un extracto etandlico preparado con savia de la planta y administrado a ratones
por la via intraperitoneal, mostré actividad frente a tumores del tipo Leuk-P388. Un
extracto acuoso de hojas secas, provocé efectos toxicos de tipo general sobre Gambusia

affinis y sobre renacuajos de la especie Bufo melanosticus.”

La actividad antimicrobiana de (. glauca ha sido demostrada contra las
enterobacterias (Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi, Shigella
dysenteriae y Shigella flexneri). En 1756 se investigaron muestras de Q. amara en
Estocolmo y en 1764 aparecid la primera referencia como Lignum quassie,

convirtiéndose en una medicina febrifuga, antidisentérica y ténica muy popular. >’

Silen en 1988 menciona que el extracto de Q. amara presenta una importante

actividad protectora de las lesiones gastricas inducidas por indometacina, etanol y estrés,

. , . 4
que son modelos representativos de la enfermedad ulcerosa gastrica en el humano.”™’

Ninci en 1991 confirma la accién profilactica y terapéutica de la Q. amara en la

pediculosis humana.”

En 1996, Caceres menciona que el extracto de (. amara s¢ comporta como un
agente que de forma dependiente de la dosis, protege la mucosa gastrica contra
estimulos inductores de lesiones, ademas de producir un efecto procinético

intestinal %"
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Los cientificos de la Universidad de Texas demostraron en 1996 que un extracto

acuoso de (). amara tuvo propiedades antivirales in vitro contra células MT-2-

linfoblastoides infectadas con HIV 7172

En 1997 cientificos en Nigeria documentaron que la Q. amara tiene efectos de

antifertilidad in vivo. También realizaron estudios de toxicidad con ratas y ratones los

cuales fueron negativos.”"?

En 1999 Gilbert trabajo con los extractos de dos plantas Nigerianas Q. amara y
Q. wundulata, demostrando sus propiedades antimalaricas significativas in vivo,

utilizando las células de ratén parasitizadas con Plasmodium berghei.”®

2.2.2.- FITOQUIMICA DE Quassia amara

Los simaroubolidanos se caracterizan por poseer un sabor amargo y un esqueleto
w comun, por llevar grupos lactonicos y presentar tres modificaciones con 19, 20 y 25
carbonos representadas por los esqueletos x (quasolidano), y (cedrolidano) y z
(simaroudolidano). Este grupo de compuestos se ha aislado tanto de semillas, raices,
tallos, corteza y de sus frutos (Figura No.1). La abundancia de oxigenos es caracteristica
de estos compuesto, presentes como hidroxilos o carbonilos. Como se observa en la

formula de la quasina de la Q. amara ( Figura No. 2).2

Se han aislado una gran cantidad de cuasinoides de plantas de la familia
Simarubaceae, los cuales se han demostrado que tienen un amplio rango de actividad
biolégica como: antitumoral, antimaldrica, antioxidante, insecticida, antiinflamatoria,

amebicida y herbicida.*®

Se ha encontrado que la madera que se obtiene de los tallos de Q. amara
contiene compuestos como: los alcaloides derivados metil-hidroxilados de cantiona y

cantindiona; el 1-metoxi-carbonil-B-carbolina; los triterpenos paraina, el iso-compuesto
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quasimarin, cuasin y cuatro isdmeros, dos derivados hidroxilados y uno deshidrogenado

y los esteroles B-sitostenona y B-sitoesterol.”®*

En las hojas, los pétalos de las flores y el duramen del tallo se han detectado el
triterpeno cuasin y el monoterpeno neocuasin, y en la savia los triterpenos quasimarin y
similikalactona D. Ademds aceite volatil, extracto gomoso, pectina, fibra y sales

minerales.®’

Se ha identificado que los cuasinoides son los responsables de la amargura y de
la actividad farmacolégica; muchos de ellos son amebicidas in vitro e in vivo. Los
alcaloides no parecen contribuir al efecto antimalérico. Se ha reportado que el

quasimarin tiene propiedades antileucémicas.*!%

Otros investigadores indican que el principio amargo de la cuasia es un alcaloide
llamado cuasina, el cual se emplea medicinalmente para bajar la fiebre y estimular la

secrecion de bilis y de jugo gastrico.” ®

El primer compuesto aislado de Q. amara fue el amarid 18-oxyquaxine por
Casinovi en 1966. En 1976 Kupchana obtiene un cuasinoide de (. amara que es el

quasimarin y funciona contra la leucemia.'® %

Una compaiiia japonesa patenté en 1986 varios cuasinoides de Q. amara que se
utilizaban como agentes contra tlceras. En el mismo afio también E.U. aislo de la
corteza otro compuesto fitoquimico llamado quasimarin que ha demostrado tener

propiedades antineoplasicas, antileucémicas y antitumorales. i

En 1989, Barbetti obtiene dos alcaloides derivados del 1-6canthin (3-metil-4-

metoxi-5-hidroxicanthin-2,6-dione y el 4-metoxi-5-hidroxicanthin-6-1-3-N-oxido)

apartir de la corteza de Q. amara.®

10
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Evans en 1991 demostré que el cuasin aislado de Q. amara era cinco veces mas
activo que el carbaryl, un agente larvicida sintético. Un afio mas tarde menciona que el
cuasin funciona inhibiendo el desarrollo de la cuticula en las larvas de Culex

: : 2425
quinquefascietum.””

Cabral en 1992 demostrd que los cuasiniodes de (J. guianensis tenian actividad
antimaldrica in vitro contra Plasmodium falciparum y en 1993 aislé dos cuasinoides el
gutolactone y simalikalactone D, de la corteza de Simaba guianensis los cuales

mostraban actividad antimalarica. '?

Njar y col., en 1995 llevaron a cabo el fraccionamiento del extracto de Q. amara
por cromatografia en donde obtuvieron el cuasin (1) y 2-methoxycanthin-6-one (2);
Ademas demostraron que el compuesto 1 era el que provocaba la infertilidad en las

células de rata in vitro.*®

En 1996 Kitagawa y col., aislaron varios compuestos de los vastagos de la Q.

indica los cuales mostraron propiedades citotoxicas y antiinflamatorias.'?

Raji en 1997 lleva a cabo un estudio in vivo con ratas en donde prueba los
extractos de (). amara y se da cuenta que uno de los compuestos (cuasin) de esta

produce infertilidad.>

Akira Ozeki en 1998 encontrd que los cuasinoides de Q. cedron exhiben
citotoxicidad in vitro con células de leucemia. En 1999 Apers y col., encontraron que la
similikalactona obtenida de la corteza de la raiz de (. africana era la responsable de la

actividad antiviral.>*

El Dr. Duke en 1992 realiz6 un estudio de los compuestos presentes en (. amara

L. (Simaroubaceae) y reporto la actividad que presenta cada uno de los compuestos

aislados™ (Tabla No.2).

i1
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Tabla No.2. Compuestos presentes en (. amara L. (Simaroubaceae).

COMPUESTO PARTE ACTIVIDAD
18-HYDROXYCUASIN Corteza No reportada
ALCALOIDES Corteza No reportada
BETA-SITOSTENONE Corteza No reportada
CALCIO-TARTRATO Raiz No reportada
ISOCUASIN Corteza No reportada
NEOCUASIN Corteza No reportada
CUASINOL Corteza No reportada
CUASOL Corteza No reportada
POTASIO-ACETATO Corteza Condimento
CUASIN Corteza Amebicidg, pesticida, .ir-lsecticida,

aperitivo y vomitivo.
ACIDO MALICO Raiz Bacteriostético, laxante y pesticida.
ACIDO GALICO Raiz

Analgésico, antialergenico,
antibacterial, antilesmanico,
antiinflamatorio, antitumoral,
inmunomodulador, antiviral,
pesticida, antioxidante y astringente.

12
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w (esqueleto comun) x (quasolidano)

y (cedrolidano) z (simarolidano)

Figura No. 1. Estructuras de la familias Simarubaceae.
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2.3.- FAMILIA ASTERACEAE

Son hierbas o menos a menudo semiarbustos, rara vez arboles pequefios o de
talla mediana. Por su estructura floral y por su composicién quimica, se considera la

familia mas evolucionada de todas las dicotiledoneas.'®>’

La Familia Asteraceac (Compositac) es la mas diversa y numerosa en el
Neotropico. El nimero exacto de su taxa no se ha precisado, ultimamente los
investigadores han reportado que la diversidad total a nivel mundial seria de 21,000-
23,000 y de 1314 -1530 géneros. En México comprende alrededor de un 10-13% de la

flora con aproximadamente 3000 taxones.'®>°

La familia Asteraceae es una de las mas numerosas del reino vegetal. Aunque un
numero reducido de ellas presenta utilidad agronomica, es una familia que comprende
especies de gran importancia econdémica como malezas (géneros: Bidens, Cirsium,
Hypochaeris y Sonchus), como plantas medicinales (Matricaria chamomilla, Artemisia
absinthium y Tussilago farfara), como plantas ornamentales (géneros: Aster, Bellis,
Cosmos, Chrysanthemum, Gazania y Gerbera), como plantas oleaginosas (Carthamus

tinctorius y Helianthus annus), y como plantas horticolas.'®*

En la familia Asteraceae se han identificado una gran cantidad de metabolitos de
tipo poliacetilénico e isoprenoide. A los cuales se les han encontrado propiedades de
fitoalexinas (1970), citotéxicos (1994), compuestos alelopaticos (1986), estimulantes de la

germinacion de hongos ( 1977), nematicidas (1976) y antiinflamatorios (1994).1%3

Se han encontrado cerca de 700 poliinos en plantas de la familia Asteraceae los
cuales actiian contra bacterias, virus, hongos, nematodos e insectos. También se han
encontrado una gran cantidad de sesquiterpenlactonas en esta familia, las cuales se ha

reportado que tienen actividad antimicrobiana y antifingica.’

14
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2.3.1.- Gnaphalium canescens

Esta especie es muy utilizada en varias regiones del centro y norte del pais. Son
varias las especies del género Gnaphalium que se conocen en México y a las cuales se les
atribuyen las mismas propiedades medicinales, pero de distribucién geografica diferente.
Fue introducida en América por los europeos y se encuentra particularmente en los

terrenos secos, pedregosos b arenosos.16’57

El nombre del género procede del griego gnaphalion, una planta lanosa usada
para rellenar cojines. Antiguamente se empleaba la raiz que se utilizaba para “purgar los
humores flematicos”. Después se empezd a utilizar las flores para curar la tos, la

inflamacién de garganta , las afecciones bronquiales y para apurar el parto.®’

Dioscorides recomendaba su cocimiento para las rupturas, espasmos de nervios,
las contusiones y tos. Andrés de Laguna: (1499-1568) utilizaba "Las hojas mojadas y
puestas en forma de emplasto”, para mitigar todo género de dolor y principalmente el de
las coyunturas. El cocimiento de las raices y aplicadas con manteca de res, mitigan el
dolor de las hemorroides y disminuyen su inflamacién. Plinio reconocia su utilidad en

casos de lesiones e irritaciones pulmonares.®%%°

Hernandez (1959) la reporta con el nombre nahuatl de Tzonpoténic. Y menciona
que su cocimiento es util para curar la tos, el empacho y los dolores del vientre. En el
siglo XX, M. Martinez la reporta como: antirreumatico, emoliente, antitusigeno, contra
bronquitis y dolor de garganta. La Sociedad Farmacéutica de México la describe como

. oo . 4
antirreumatico y emoliente.**%

En un estudio comparativo que se hizo del gordolobo con dextrometorfan en
1985, sobre la duracion e intensidad del sintoma de la tos, se encontré que el gordolobo
fue capaz de disminuir la intensidad sin afectar la frecuencia; contrario a los resultados
con el medicamento, concluyendo gue el gordolobo permite mantener el mecanismo de

defensa de la tos, pero con menos molestias.*

15
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Se ha demostrado que . viscosum muestra actividad antimicrobial,

particularmente con bacterias que causan enfermedades respiratorias.65

Dominguez y Esquivel reportaron que G. canescens posee un diterpeno

dicarbonilico.*® (trabajo no publicado)

Céceres en 1991 realiz6é un estudio de las 68 plantas mas comunmente utilizadas
en Guatemala contra tres bacterias gram-positivas (S. aureus, S. pneumoniae y .S.
pyogenes) que causan infecciones respiratorias. Veintiocho de estos extractos (41,2%)
inhibieron el crecimiento de una o mas de las bacterias probadas. Las plantas de origen
americano que exhibieron actividad antibacteriana fueron: G. viscosum, Lippia alba,
Lippia dulcis, Physalis philadelphica, Satureja brownei, Solanum nigrescens y Tagetes

lucida

En 1995 Kubo, encontré que G. cheiranthifoliun era capaz de inhibir la enzima

tirosinasa, la cual interviene en la muda de los insectos.?’

Las plantas (Abuta grandifolia, Cyperus articulatus, G. spicatum y Pothomorphe
peltata) usadas para el tratamiento de diversas infecciones por los grupos indigenas
peruanos fueron evaluadas en 1995 con actividad antimicrobiana por el " método stroke "
en placas de agar. Los organismos probados fueron: S. aureus, E. coli, S. gallinarum, K.
pneumoniae, C. albicans, P. aeruginosa y M. gordonae. Todas las plantas mostraron
actividad antimicrobiana contra por lo menos uno de los organismos probados. 4.
grandifolia y C. articulatus inhibieron parcialmente el crecimiento de P. aeruginosa. S.

aureus fue inhibida totalmente por C. articulatus y parcialmente por las demas.*®

Macedo y col., en 1997 utilizaron los extractos etanolicos de 83 especies de
plantas pertenecientes a la familia Asteraceae recogidas en Brasil, los cuales fueron
probados contra los mosquitos de Aedes fluviatilis (Diptera: Culicidae). El extracto de
Tagetes minuta fue el mas activo con un LC90 de 1,5 mg/l y LC50 de 1,0 mg/l. El

extracto de Eclipta paniculata mostrd también ser activo, con un LC90 de 17,2 mg/l y

16
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LC50 de 3,3 mg/l. Los extractos de Achryrocline satureoides, G. spicatum, Senecio
brasiliensis, Trixis vauthieri, Tagetes patula y Vernonia ammophila eran menos activos,

matando mads del 50% de las larvas solamente en la dosis mas alta probada (100 mg/1).¥

En 1999 el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Hermosillo, Sonora,
llevé a cabo un estudio en el que determiné cuales eran las plantas mas utilizadas en la
regién encontrandose entre ellas el gordolobo (Graphalium sp.), eucalipto (Eucalyptus
sp., probablemente E. globulus), menta verde ( Mentha sp.), y la manzanilla (Matricaria

chamomilla ).60

Villagomez en el 2001 llevo a cabo estudios sobre la actividad antibacteriana de
los extractos hexdnicos, metanélicos y del acetato de etilo de las flores, de las hojas y de
los vastagos de G. oxyphyllum var. oxyphyllum, G. liebmannii var. monticola y G.
viscosum. Los extractos hexanicos mostraron en todos los casos las inhibiciones mas altas
y el extracto de la flor del G. oxyphylium fue el que exhibié la gama mas amplia de

actividad.®

Dieciocho extractos crudos, incluyendo seis hexanicos, seis cloroférmicos y seis
metanolicos de seis diferentes especies de plantas usadas en la medicina tradicional
mexicana para el tratamiento de infecciones respiratorias, fueron evaluados contra S.
aureus, E. faecalis, S. pneumoniae, S. pyogenes, E. coli, y C. albicans. La concentracion
inhibitoria minima fue determinada para cada extracto usando un analisis doble de la
dilucién. Los resultados mostraron que 16 extractos crudos (89%) exhibieron actividad
antimicrobiana contra por lo menos uno de los microorganismos probados en las
concentraciones de 5 mg/ml o menores. Los extractos de G. oxyphyllum, G. americanum,
y Crescentia alata presentaron actividad antimicrobiana fuerte contra los patégenos

probados.*
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2.3.2.- FITOQUIMICA G. canescens

El primer componente descubierto del gordolobo fue el mucilago. Poco después
se encontraron saponinas y un poco de aceite esencial. No obstante, estos son los mas
importantes. El mucilago tiene propiedades suavizantes y emolientes, muy utiles para
irritaciones del aparato digestivo, la piel y del aparato respiratorio. Las saponinas tienen
accidén expectorante y fluidificante de las secreciones bronquiales. Se han detectado
flavonoides, glucosidos, compuestos poliacetilénicos y terpenos. Ademas contiene

clorofila, varias sales minerales y acido mucico.’%7¢

De G. wrightii se han aislado compuestos como sesquiterpenos, flavonoides y
alqueninos. Ledén aislé los siguientes metabolitos: estigmasterol, B-sitoesterol, acido

kaurenoico, zoapatlina y 13-epi-esclareol de G. liebmannii var. monticola. 3%

En 1995 Kubo y col., aislaron por métodos espectroscdpicos de un extracto

metandlico de G cheiranthifoliun dos compuestos: el gnaphaliin y el 4 -p-D-

glucésido. 370

Por métodos espectroscopicos ha sido identificada la estructura del gnaphaliin
(5,7-dihidroxy-3,8-dimetoxiflavona), que es un flavonol encontrado en géneros de

Gnaphalium*' (Figura No. 3).

Los flavonoides: 5-hydroxy-3,6,7,8,4'-pentamethoxyflavone (1), 5-hydroxy-
3,6,7,8-tetramethoxyflavone (2), 5,6-dihydroxy-3, 7-dimethoxyflavone (3) y 4,4',6'-
trihydroxy-2'-methoxychalcone (4), han sido aislados del genero Graphalium
(Compositae). Los flavonoides 1, 2 y 3 fueron detectados en cantidades pequeiias en la
planta por el analisis de HPLC, estos compuestos tienen actividad fuerte contra el insecto
Spodoptera litura. Mientras que el flavonoide 4 fue detectado en una cantidad grande en
la planta, pero este compuesto tenia solamente una actividad leve. Por lo tanto, estos
compuestos naturales fueron considerados como uno de los sistemas defensivos de la

planta contra insectos fitéfagos junto con la superficie lanosa de la planta.*’
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Mondal seifiala en un estudio la composicién de aminoacido libre del polen de 9
miembros de la familia Asteraceae con actividad alergénica entre los que se encuentran
G. indicum L., Ageratum conyzoides L., Blumea oxyodonta., Eupatorium odoratum L.,
Mikania scandens Willd., Parthenium hysterophorus L., Spilanthes acmella Murr.,

Vernonia cinerea (L.) Lees. y Xanthium strumarium 23

2.4.- FAMILIA STERCULICEAE

Son 4rboles o arbustos (a veces lianas o hierbas), con indumento estrellado o
lepidotoandroforo. Son 65 géneros con 1000 especies. La familia es de distribucidon
tropical y subtropical ampliamente representada en regiones calidas y calido

templadas.!®7°

Su importancia econdmica es incuestionable por el amplio beneficio que se
obtiene del cacao, cultivo pantropical oriundo de México. El chocolate y los dulces
preparados a base de la cocoa son de gusto universal, la planta Theobroma cacao ofrece
caulifloria (flores nacidas en el tallo o tronco) y frutos grandes, rojos, a veces amarillos o
anaranjados. Sus semillas son la fuente del cacao en polvo, que contiene teobrimina y la
manteca de cacao de uso medicinal. Otros géneros son: Waltheria, Sterculia, Cola,
Hermania, Ayenia, y sobre todo la ampliamente conocida Guazuma ulmifolia (guacima)
arbol de amplia distribucion en México en selvas secundarias, a lo largo de ambos

litorales.'®™

2.4.1.- Guazuma ulmifolia

La G. ulmifolia es una planta originaria de América de uso muy antiguo y se
conoce con una gran variedad de nombres. I.a madera actualmente es usada para postes,
carpinteria en general, construcciones ligeras y como carbén. Es una importante fuente

de forraje para el ganado en muchas areas, particularmente durante la estacion seca
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cuando los pastos son escasos. Las semillas son comestibles, frescas 6 cocidas y son
utilizadas para tratar enfermedades. Parece ser que la terapéutica actual no ha tomado en

2. i 65,6
consideracién esta planta, 58

Esta ha sido empleada en México desde hace muchos afios por los mayas y los
huastecos para tratar desordenes gastrointestinales y fiebres. Hernandez la reporta en el
siglo XVI como eficaz para cerrar llagas. A mediados del siglo XVIII, Osado en el libro
del Judio relata: que cura la retencién de orina. Otro uso que le dan es contra

enfermedades gastrointestinales en el cual se emplean la corteza y hojas.®

La coccidn de la parte aérea (hojas y frutos) la utilizan contra padecimientos
renales, urinarios y como antidiabética. Otros padecimientos para la cual utilizan G.
ulmifolia es para el dolor de abdomen, dolor de estomago, gastritis, enfermedades del
higado, “empacho” y para la bilis. Para la tos, ingieren el cocimiento de la raiz, fruto o

corteza.(’4

También es utilizada para diversos trastornos ginecobstétricos por via oral, como
coagulante en casos de hemorragias, en menstruaciones irregulares, dolores menstruales,

para estimular el parto, eliminar la placenta y para infecciones venéreas como la sifilis. 5’

Para el siglo XX, Maximino Martinez registra los siguientes usos: antipalidico,
antisifilitico, antitusigeno, aperitivo, astringente, para la dermatosis, elefantiasis,

emoliente y como pe:ctoral.65

Los extractos acuosos y alcoholicos de la corteza provocaron una ligera actividad
relajante del musculo liso del duodeno de conejo. La tintura y el extracto etandlico
acuoso de las hojas present6 actividad antibiotica contra S. aureus, E. coli, B. subtilis y
S. disynteriae en estudios in vitro, y el extracto etandlico del mismo 6rgano ejercioé una
actividad citotdxica fuerte contra células del carcinoma humano CA-9KB, en estudios in

vitro. Es efectiva contra B. tabaci.%’
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Desde el afio 1987 se han realizado estudios de la efectividad de los extractos de
hojas y corteza de G. u/mifolia, demostrando su efectividad in vitro sobre bacterias y

hongos patégenos.

Alarcon y col., en 1996 trabajaron, con 24 plantas usadas popularmente en
México para el control de la diabetes mellitus, entre ellas G. ulmifolia en la cual se
observo que disminuye perceptiblemente el pico hiperglucémico y/o el area bajo la

curva de la tolerancia de la glucosa.3

En 1990 se llevo a cabo un estudio de 84 plantas cominmente utilizadas en
Guatemala contra desordenes gastrointestinales. l.os resultados indicaron que 34
(40,48%) plantas inhiben una o mas de las enterobacterias (E. coli, S. enteritis, S. typhi,
S. dysenteriae y S. flexneri) utilizadas. La bacteria mds inhibida fue S. fyphi (33,73%) y
la mas resistente fue E. coli (7,35%). Las plantas de origen americano que exhibieron la
mejor actividad antibacteriana fueron: Byrsonima crassifolia, Diphysa robinioides,
Gnaphalium stramineum, Guazuma ulmifolia, Psidium guajava, Sambucus mexicana,

Simarouba glauca, Smilax lundelii, Spondias purpurea y Tagetes lucida.'®'*

Una de las mas recientes investigaciones de G. ulmifolia es la presencia de
antioxidantes en la corteza y la eficiencia que tienen contra la prostaglandina sintetasa la

cual es una enzima por que interviene en el proceso de replicacion de los patégenos.’®”*

2.4.2.- FITOQUIMICA DE Guazuma ulmifolia

En la hoja de G. u/mifolia se ha identificado el alcaloide cafeina. En un segundo
estudio con material mexicano, se describe la presencia de taninos y la ausencia de
alcaloides, flavonoides y saponinas estan presentes en la corteza de esta planta. En la
tabla No. 3 se presentan algunos compuestos aislados de G. ulmifolia por el Dr. Duke en
1992. %
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Tabla No. 3. Compuestos presentes en G. u/mifolia L. (Sterculiaceae).

COMPUESTO PARTE ACTIVIDAD
CAFEINA Hojas Analgésico, antihistaminico, herbicida,
insecticida, diurético, estimulante, antiviral
anticarcinogénico, vasodilatador, neurotéxico
y antioxidante.
FRIEDELIN-3ALFA- Planta No reportada
ACETATO
FRIEDELIN-3BETA-OL Planta No reportada
MUCILAGO Fruto Previene el cancer
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CH;

Figura No.2. Férmula quimica de la Quasina.

Figura No. 3. Férmula quimica del Gnaphaliin
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Hipdétesis v Objetivos

En base a los antecedentes mencionados y dada la importancia que representan las

plantas medicinales para la atencion de problemas de salud, se plantea lo siguiente:

3.- HIPOTESIS

Los principios activos de Quassia amara, Gnaphalium canescens y Guazuma

ulmifolia presentan actividad biologica contra microorganismos causantes de

enfermedades de importancia médica.

4.- OBJETIVO GENERAL

Aislamiento e identificacion de los principios activos de Quassia amara (cuasia),

Gnaphalium canescens (gordolobo) y Guazuma ulmifolia (cuasima) con actividad

contra microorganismos causantes de enfermedades de importancia médica.

4.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener los extractos de Quassia amara (cuasia), Gnaphalium canescens

(gordolobo) y Guazuma ulmifolia (cuasima) con solventes de polaridad creciente.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de las plantas en

estudio, sobre microorganismos de importancia médica.

3. Identificar los grupos funcionales presentes en los extractos de las plantas en estudio.

4. Determinar las fracciones con actividad antimicrobiana de los extractos de las

plantas.

5. Aislar, purificar e identificar los compuestos que presentan actividad bioldgica.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- MATERIAL VEGETAL

5.1.1.- Clasificacion botanica de Quassia amara

Reino: Plantae
Division: Spermatophyta
Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledonea
Orden: Geraniales
Suborden: Geraniineae
Familia: Simarubaceae
Genero: Quassia

Especie: amara L.

5.1.2.- Descripcion botanica

Es un arbusto de dos o tres metros de altura. Las hojas son alternas, pecioladas,
con tres o cinco hojuelas puntiagudas en las dos extremidades, oblongas, con nervios
rojizos y salientes; el peciolo es alado. Las flores son lacres. El fruto esta compuesto por
cinco drupas separadas y negras y cada una contiene una nuez que, a su vez, encierra
una semilla. La madera es blancuzca, se amarillenta al contacto con el aire (Figura
No.6). La identificacion de la planta fue realizada en el herbario de la Facultad de

Ciencias Biolégicas con el numero de herbario: 023511.

5.1.3.- Distribucién geogrifica
Es una planta Sudamericana, que es cultivada en Michoacan, Colima, Guerrero y
Oaxaca (Figura No. 4). Esta planta habita en climas semisecos y templados entre los

1800 y los 2000m snm. Esta presente en matorral xeréfilo.
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5.1.4.- Clasificacion botanica de Gnaphalium canescens

Reino: Plantae
Divisién: Spermatophyta
Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledonea
Orden: Asterales
Suborden: Asteridae
Familia: Asteraceae (Compositeae)
Genero: Gnaphalium

Especie: canescens

5.1.5.- Descripcién botanica

Hierba perenne, ramificada, lanosa o glandulosa, de 20 a 80 cm de altura; hoja
simple, alterna, verde o blanquecina, lineal-lanceolada, de 2 a 10 cm de largo,
pubescente en ambas caras, apice acuminado, entera, revoluta, base decurrente, sésil.
Inflorescencia: cabezuela agrupada, cimosa-corimbosas; flor periférica femenina,
numerosa de 2 o mas series; flor del disco hermafrodita, ovario infero, 5 estambres; fruto
aquenio oblongo, comprimido o redondo (Figura No. 7). La identificacidon de la planta

fue realizada en el herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas con el namero de
herbario: 023509.

5.1.6.- Distribucidén geografica
Planta nativa de México, se encuentra en Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leodn,
Durango, San Luis Potosi, Hidalgo, Tlaxcala y el Valle de México (Figura No. 4). Crece

silvestre en las montaiias elevadas y hay 27 especies reportadas en el Valle de México.
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Figura No. 4. Distribucion geografica de Q. amara y G. canescens.

5.1.7.- Clasificacion botanica de Guazuma ulmifolia

Reino: Plantae
Division: Spermatophyta
Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledénea

Orden: Mal\}ales

Suborden: Malvineae

Familia: Sterculiaceae
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5.1.8.- Descripeion botanica

La planta alcanza hasta 30 m de altura y entre 30-40 cm de diametro y posee una
copa de forma redonda. Las hojas, alternas de formas ovaladas ¢ lanceoladas tienen de
5-7 cm de largo y 2-5 cm de ancho, y poseen un margen finamente dentado. Las flores
son marron-amarillento y se forman en racimos en la base de las hojas. Las semillas son
negras, redondas 6 elipticas, de 1,5-3 cm de largo y son duras. Las capsulas de las
semillas contienen 5 celdas que se abren en el apice y contienen muchas semillas de 3-5
mm didmetro (Figura 8 y 9). La identificacion de la planta fue realizada en el herbario de

la Facultad de Ciencias Bioldgicas con el nimero de herbario: 023510

5.1.9.- Distribucion geografica
Es encontrada en México, América Central, Colomba, Ecuador, Pera, Bolivia,
Paraguay, Argentina y Brasil (Figura No. 5). Ha sido cultivada en la India por cerca de

100 afios. Ha sido recientemente introducida en Indonesia.
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Figura No. 5. Distribucién geograifica de G. ulmifolia
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Figura No.6. Flor, hojas y corteza de Quassia amara (Simarubaceae)

Figura No.7. Flores, hojas y tallo de Gnaphalium canescens (Astereaceae)
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Figura No.8. Hojas y frutos de Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae)

Figura No.9. Frutos de Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae)
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5.2.- PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL PO

‘Lﬁ
o

i
El material investigado fue: Q. amara (corteza) -t

G. canescens (hojas, flores y tallo)

G. ulmifolia (fruto)
Después de colectado el material se dejé secar a la sombra durante 8§ dias,
posteriormente se triturd en un molino, cada planta por separado, para realizar la

extraccion.

5.3.- EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL

La extraccion de las tres plantas se llevd a cabo con solventes de polaridad
creciente por la técnica de maceracién a temperatura ambiente con agitacidén constante.
Se coloco en un matraz 30 gr del material vegetal en 150 ml de hexano, se selld bien el
matraz y se colocd en un agitador Dual Action Shaker Lab Line; por un periodo de 7
dias; después se separé el solvente del extracto por medio de evaporacidon en la campana
de extraccién y se continudé la extraccidon con acetona y finalmente con metanol,
siguiendo el mismo procedimiento que el primer solvente utilizado, de la misma manera
para las tres plantas. Los extractos obtenidos se utilizan para realizar las pruebas

microbioldgicas.

5.4.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
5.4.1.- MATERIAL BIOLOGICO
En ¢l presente estudio se seleccionaron 21 bacterias (gram-negativas y gram-

positivas), de las cuales la mayoria son causantes de enfermedades gastrointestinales y

solo unas de enfermedades respiratorias.
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-Bacterias gram-negativas

1.-Proteus vulgaris 9.-Acinetobacter calcoaceticus
2.-Vibrio cholerae 10.-Serratia marcescens
3.-Salmonella typhimurium 11.-Hafnia alvei

4.-Salmonella typhi 12.-Citrobacter freundii
5.-Shigella flexneri 13.-Klebsiella pneumoniae (er)
6.-Shigella sonnei 14.-Enterobacter aerogenes (er)
7.-Escherichia coli 15.-Pseudomonas aeruginosa (er)
8.-Klebsiella sp. 16.-Enterobacter cloacae

-Bacterias gram-positivas

1.-Staphylococcus aureus 4.-Listeria monocytogenes

2.-Streptococcus faecalis 5.-Streptococcus pyogenes (er)

3.-Bacillus cereus

5.4.2.- ACTIVACION DE LAS CEPAS

Se utilizé el medio liquido C. Rivas 8.5gr (dextrosa, peptona de colagena,
extracto de levadura y sales) en 100ml de agua destilada para la activacion de las cepas
bacterianas. Para la preparacion del medio se utilizé tubos de ensaye 18 X 100 a los
cuales se les agregd 3ml del medio, se esterilizaron, posteriormente se tomd una azada

de los microorganismos y se inocularon. Se incubaron por 18 - 24 hrs. a 37°C.
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5.4.3.- CULTIVO DE BACTERIAS

Se utilizé el medio sélido C. Rivas 8.5gr en 100ml de agua destilada, se esterilizé
y se adiciono sobre cajas petri en proporciones de 20ml, que se utilizaron en las pruebas

microbiologicas.

5.4.4.- PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

Para evaluar la actividad antimicrobiana de cada uno de los extractos se utilizo el
método de difusidon en placa, colocando 100ul del indéculo con una micropipeta
Eppendorf (estandarizado a 1X10° UFC por el método turbidimétrico de Mac Farland)
difundiéndolo homogéneamente con un asa Driblasky, luego se colocaron discos de
papel filtro (previamente estériles) impregnados con 10ul del extracto, también se
colocaron un control negativo (etanol) y un antibidético como control positivo
(cloranfenicol), la concentraciéon utilizada fue de 25mg/ml. Después se incubaron
durante 18-24 hrs. a 37°C. Al final de este periodo se midié el halo de inhibicion

formado en cada prueba.

5.5.- AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS

5.5.1.- METODOS CROMATOGRAFICOS
5.5.1.1.-CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Este método fue usado para la identificacién y localizacion de las bandas. Las
placas cromatograficas se prepararon utilizando silica gel 7G "TLC Baker" mezclada
con agua, en una proporcion de 10gr de silica / 30ml de agua evitando la formacidon de
burbujas de aire y luego se aplicéd sobre las placas de vidrio (7.5cm de largo x 2.5cm de
ancho) con una pipeta Pasteur. Las placas se secaron a temperatura ambiente y

posteriormente se activaron a 100°C por una hora en la estufa.
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En la placa activada se colocd la muestra por medio de un capilar, la placa se
introdujo a una camara de vidrio de boca ancha con tapa mévil, que contenia la mezcla
de eluentes (éter-benceno-acetona-metanol) en diferentes proporciones (9:9:2:2)
necesarias para su corrimiento. Se permitié¢ que la muestra corriera por capilaridad hasta
una distancia de aproximadamente lcm del extremo superior de la placa, se saco de la
camara y se secO a temperatura ambiente para evaporar los eluentes. El mismo
procedimiento fue hecho con el solvente (etanol)} en el que estan disueltos los extractos,

como un control negativo.

Para calcular el Rf se midi¢ la distancia del punto de aplicacién de la muestra
hasta la mitad de la mancha detectada y se dividio este valor por la distancia del punto
de aplicacion hasta el frente del eluente. Se necesitaron agentes cromogénicos para

revelar el cromatograma.

5.5.1.2.- AGENTES CROMOGENICOS

Son necesarios para observar el cromatograma y localizar los componentes que
no son apreciables al visible, se usaron : luz ultravioleta, vapores de yodo y cloruro de
cobalto.

-Luz ultravioleta. El cromatograma se expuso a la luz ultravioleta de onda larga
proveniente de una lampara UVGL de una longitud de 365nm, se registraron las bandas
y se calculd el Rf de cada una.

-Vapores de yodo. La placa cromatografica, se colocdé en un frasco oscuro y cerrado
con 10 gr de yodo resublimado, después de 10 min. se observaron las manchas de color
café y se registraron.

-Cloruro de cobalto. Se rocié el cromatograma con la soluciéon de cloruro, se dejo
evaporar el reactivo y se calenté en la estufa a 120 °C por 10 min. La muestra con
saponinas desarrollaron manchas color violeta. Preparacion del cloruro de cobalto: a 400
ml de agua destilada se le agregan 10gr de CoCl; y 50 ml de H,SO4 concentrado

afiadiéndolo poco a poco. Y se afora a 500 ml de agua destilada.
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5.6.- LOCALIZACION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS
5.6.1.- BIOAUTOGRAFIA

Se llevo a cabo por el método bioautografico, el cual se apoya en los métodos de
difusién en placa y cromatografia. En este trabajo se utiliz6 el método de Hamburger
modificado por Verastegui. Se seleccionaron los cromatogramas de los extractos
hexanicos de cada planta en los cuales las fracciones mostraron mayor separacion, asi
como un control negativo con el cromatograma en el que la muestra es el solvente
(etanol) en el que estan disueltos los extractos. Después se colocaron en cajas petri, se
esterilizaron con luz ultravioleta por 2 hrs. y luego se les coloco una tira de medio sélido
C. Rivas de 6 cm largo x 1 cm de ancho, con un espesor de 0.3mm; a la cual se le colocod
100ul del microorganismo en estudio con una micropipeta Eppendorf y se distribuyé

homogéneamente.

Las condiciones de humedad se mantuvieron colocando dentro de la caja petri un
fragmento de algoddn humedo con Sml. de agua destilada estéril. También se colocod un
cuadro de agar de lecm x lem inoculado con el mismo microorganisme, como control
negativo dentro de la misma caja petri. Se incub6 a una temperatura de 37 °C por un
periodo de 24 hrs. La zona de inhibicion fue medida y correlacionada con el Rf
previamente registrado, facilitando asi la identificacién y aislamiento del compuesto

responsable del efecto antimicrobiano.

5.7.- IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS
5.7.1.- METODOS QUIMICOS
- Prueba de Ignicion. Esta prueba se utiliza para diferenciar un compuesto orgéanico de

un inorgénico. Se coloca una pequeia cantidad de muestra en una asa de platino y se

lleva a la flama, si quedan cenizas se concluye que el compuesto es inorganico.
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- Prueba de Liebermann-Burchard. La prueba es para triterpenos y compuestos
esteroidales (esteroles y metilesteroles). Se disuelven 5 gotas de la muestra en
cloroformo y luego se afiaden unas gotas del reactivo, la prueba es positiva al observarse
cambios de coloracion, si después de 15min aparece un color amarillo indica la
presencia de un C-14-metilo y una A’ instauracién. El reactivo se preparara agregando

una gota de acido sulflirico a una mezcla de 1.0 ml. de anhidrido acético y 1.0 ml de

cloroformo.

- Prueba de Salkowski. Similar a la de Liebermann-Burchard, 10 gotas de la muestra
en 1.0 ml de cloroformo se ponen en contacto con 1 ml de 4acido sulfirico, cuando es

positiva la prueba se desarrollan colores amarillo o rojo, para esteroles y metilesteroles.

- Prueba de Shinoda. Para compuestos de tipo flavonoide (flavonas, flavononas,
flavonoles, flavononoles 6 xantomonas); a 6 gotas de la muestra disuelta en etanol, se le
agregd unas limaduras de magnesio y después unas gotas de HCl por las paredes. Se

considera positiva con la aparicidn de colores naranja rojo, rosa, azul o violeta.

- Prueba del Acido Sulftirico. Para compuestos de tipo flavonoide, una pequefia
cantidad de muestra se disuelve en acido sulfirico concentrado y si la prueba es positiva
se observan coloraciones amarillo para flavonas y flavonoles; naranja-guinda para
flavononas y rojo-azuloso para chalconas y auronas. También se pueden detectar

quinonas con coloracién roja- purpura.

- Prueba de Baljet. Para sesquiterpenlactonas; se agregan 8 gotas de la muestra y unas
3-4 gotas del reactivo, la prueba es positiva si se forma una coloracion naranja o roja
obscura. Para preparar el reactivo se utilizan 2 soluciones que se mezclan en volumenes
iguales antes de usarse, la solucién A: 1gr de acido picrico en 100 ml de etanol; solucion

B: 10 gr de hidrdxido de sodio en 100 ml de agua destilada.

- Prueba de Bromo en Tetracloruro de carbono (Br,/CCly). Para insaturaciones, a 5

gotas de la muestra contenida en un tubo de ensaye se le agregan unas gotas de la
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solucién de bromo al 2 % en tetracloruro de carbono y si la coloracion de la solucion

desaparece en un principio la prueba se considerara positiva.

- Prueba del Permanganato de potasio: Para instauraciones, se disuelven 5 gotas de la
muestra en agua, acetona o metanol y se le agrega la solucion de permanganato de
potasio. La prueba serd positiva si se produce la decoloracion del reactivo, el cual se

prepara con una solucién de permanganato de potasio al 2 % en agua.

- Prueba del Cloruro férrico. Para oxhidrilos fendlicos, se disuelve una pequefia
cantidad de muestra en c¢tanol y se le afiaden 2 gota de solucién de cloruro férrico en
agua al 12.5 %. La aparicion de una coloracion o precipitado rojo, azul, violeta o verde

se considerara como positiva.

- Prueba de la 2,4- Dinitrofenilhidracina. Para grupo carbonilo. En un tubo de ensaye
se disuelven 10 gotas de 2,4-dinitrofenilhidracina en 1 ml de etanol caliente, se agregan
10 gotas de la muestra, se calienta a bafio Maria por 10 a 15 min., se deja en reposo y
luego se enfria en bafio de hielo, la aparicién de un precipitado indicara la presencia de

un grupo carbonilo.

- Prueba de Molisch. Para carbohidratos. En un tubo de ensaye se colocan 5 gotas de la
muestra, se afiaden 3 gotas del reactivo y se agita. Después se inclina el tubo y se
depositan 2 ml de acido sulfurico concentrado por la pared. La prueba es positiva si se
forma un anillo coloreado en la interfase. El reactivo se preparara disolviendo lgr de a-

naftol en 100 ml de etanol al 95 %.

- Prueba del Hidréxido de sodio al 10%. Es para cumarinas, unas gotas de la muestra
se hacen reaccionar con una solucién de NaOH al 10% dando un color amarillo 6
anaranjado que desaparece al agregar unas gotas de HCI, esto indica la presencia de un

anillo lacténico y se considera la prueba positiva.
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- Prueba del Bicarbonato de sodio. Para saponinas; 5 gotas de la muestra disueltas en
agua, se hacen reaccionar con 3 gotas de la solucién de bicarbonato al 10% y la

aparicion de burbujas indica que la prueba es positiva.

- Prueba del Acido sulfirico-Formaldehido. Para grupos aromaéticos; 5 gotas de la
muestra se disuelven en un solvente no aromatico y se le agregan unas gotas del
reactivo, si se observa un cambio de coloracién rojo-violeta, la prueba es positiva. El

reactivo se prepara con 1ml de H>SQ, y una gota de formaldehido.

- Prueba de Dragendorff. Modificacion de Munier y Machelobuf, para alcaloides. El
reactivo se rocia sobre los cromatogramas ya corridos de los extractos hexanicos y la
prucba sera positiva al observar en la placa coloraciones rojo o naranja, persistentes por
algunas horas. El reactivo se prepara con dos soluciones: Solucion 1 : Se disuelven 0.85
gr de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10 ml de acido acético glacial y 40ml de
agua. Solucién 2: Se disuelven 8 gr de yoduro de potasio en 20 ml de agua. El reactivo
se preparara mezclando 5 ml de la solucién 1, 4 ml de la solucion 2 y 100 ml de agua, el

reactivo es estable por un afio.

- Prueba del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. Para antioxidantes, el revelador se rocia sobre

la CCD ya corrida y se considera positiva al dar color amarillo sobre fondo violeta.

- Prueba de la Vanillina. Para terpenos, el reactivo se rocia sobre los cromatogramas ya
corridos de los extractos y se coloca en la estufa a 100 °C, por 8 min. Es positiva al
observar en la placa coloraciones rojas o azules. El reactivo se prepara con 4gr de
vanillina en 100ml de H,SO4.

- Prueba de Borntrager. Para cumarinas y antraquinonas. El reactivo se rocia sobre la
CCD ya corrida y se considera positiva al observar coloracién en la placa. El reactivo se

prepara con KOH al 10% en etanol.
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5.7.2.- METODOS FiSICOS
5.7.2.1.- Cromatografia de gases - acoplado a espectrometria de masas

La union del cromatégrafo de gases y el espectrometro de masas, tienen una
extensa utilizacion. Esta es la mejor compatibilidad entre dos instrumentos: el
cromatografo de gases separa los componentes de la mezcla y libera a uno por uno para
la identificacion en el espectrometro de masas. Esto permite la identificacién de

compuestos presentes en cantidades tan bajas de 10 a 107 gr.
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6.- RESULTADOS
6.1.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los tres extractos obtenidos de la corteza de 0. amara demostraron tener efecto
inhibitorio sobre los microorganismos probados. Pero el extracto que presenté mayor
actividad antimicrobiana fue el hexanico sobre S. typhimurium, E. coli, B. cereus E.
aerogenes y K. prneumoniae, de los cuales los ultimos dos se asocian mas a
enfermedades respiratorias (Tabla No.4.). Se utilizé un antibiético como control positivo

(cloranfenicol), la concentracion utilizada para todos los casos fue de 25mg/ml.

Tabla No.4. Actividad antimicrobiana de los extractos de Q. amara.

MICROORGANISMO EXTRACTOS Control
Hexdanico | Acetdonico | Metandlico 1S9/

1.- Salmonella typhimurium -t ++ ++ ++++
2.- Shigella sonnei + + & L s
3.- Shigella flexneri + —+ + sl
4.- Acinetobacter calcoaceticus + + ++ +4+++
5.- Enterobacter aerogenes it + ++ ++++
6.- Citrobacter freundii ++ ++ ++ ] ++++
7.- Escherichia coli +++ ++ ++ ++++
8.- Klebsiella pneumoniae +++ ] -+ +++ ++++
9.- Enterobacter cloacae + + + 4o
10.- Serratia marcescens s ++ S e
11.- Salmonella typhi + + + +4+++
12.- Pseudomonas aeruginosa ++ ++ Faf +++
13.- Klebsiella sp. + + + ++++
14.- Bacillus cereus i e ++ ++++
15.- Staphylococcus aureus + + + -
16.- Listeria monocytogenes + + + +4+ 4+
17.- Streptococcus pyogenes + + + ++4++
18.- Streptococcus faecalis + + + ++-++
19.- Proteus vulgaris + + - + ERrEE
20.- Vibrio cholerae + + + Ftdg
21.- Hafnia alvei + + + el

n=3 + inhibicion de 0-lcm ++ inhibicién de 1-1.5 cm  +++ inhibicidn de 1.5-2.0 cm  ++++ inhibicion > a 2 ¢cm.
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Los extractos de G. canescens también mostraron efecto inhibitorio sobre los
microorganismos utilizados, en diferente proporcion. Pero el extracto hexanico fue el
mas activo, ya que presentd un halo de inhibicién mayor a 2 cm sobre B. cereus, como

lo presenta el control positivo (cloranfenicol). Tabla No. 5.

Tabla No.5. Actividad antimicrobiana de los extractos de G. canescens.

MICROORGANISMO EXTRACTOS Control
Hexanico | Acetdnico | Metandlico )

1.- Salmonella typhimurium ++ et ++ ++++
2.- Shigella sonnei -+ + + e
3.- Shigella flexneri + + + e
4.- Acinetobacter calcoaceticus + + + el
5.- Enterobacter aerogenes - ++ ++ S S5 DN 5
6.- Citrobacter freundii +++ +++ ++ et
7.- Escherichia coli ++ ++ +4+ | 4+
8.- Klebsiella pneumoniae ++ ++ ++4+ | ++++
9.- Enterobacter cloacae + + + e
10.- Serratia marcescens ++ F ++ g
11.- Salmonella typhi + +- + Folfedo
12.- Pseudomonas aeruginosa i ++ ++ +++
13.- Klebsiella sp. + + + Foafednp
14.- Bacillus cereus bl | e A ++++
15.~ Staphylococcus aureus ++ + + +++
16.- Listeria monocytogenes + + + +4+++
17.- Streptococcus pyogenes + + + +4+++
18.- Streptococcus faecalis + # + ++++
19.- Proteus vulgaris + + + ++++
20.- Vibrio cholerae + + + +4++
21.- Hafnia alvei + + + 44+

n=3 + inhibicién de 0-1 cm <4+ inhibicién de 1-1.5 cm +-++ inhibicion de 1.5-2.0 cm ++++ inhibicién > a2 cm.
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El extracto hexanico obtenido del fruto de G. ulmifolia demostré ser el que
mayor efecto inhibitorio presenté sobre los microorganismos estudiados. El extracto
acetonico y metandlico también mostraron actividad antimicrobiana pero sobre un
numero menor de microorganismos. De los microorganismos mas sensibles al extracto

hexanico, solo B. cereus se asocia a enfermedades gastrointestinales (Tabla No. 6).

Tabla No. 6. Actividad antimicrobiana de los extractos de G. ulmifolia.

MICROORGANISMO EXTRACTOS Control
Hex#nico | Aceténico | Metanélico )

1.- Salmonella typhimurium ++ +4 ++ ++++
2.- Shigella sonnei + + + I
3.- Shigella flexneri + + + +4++
4.- Acinetobacter calcoaceticus + s + ++++
5.- Enterobacter aerogenes et of ++ F++ | ++++
6.- Citrobacter freundii At ++ ++ ++++
7.- Escherichia coli ++ e ++ ++++
8.- Klebsiella pneumoniae ++t Fdetb 4 b +++4+
9.- Enterobacter cloacae + + + ++++
10.- Serratia marcescens +4 ++ ++ e
11.- Salmonella typhi + + * e
12.- Pseudomonas aeruginosa - ++ ++ +++
13.- Klebsiella sp. + + + T
14.- Bacillus cereus +4++ ERNRER ++ 4+
15.- Staphylococcus aureus + + + +++
16.- Listeria monocytogenes + + + ++++
17.- Streptococcus pyogenes + + + ++++
18.- Streptococcus faecalis + + + +4+4+
19.- Proteus vulgaris + + + +4+ 4+
20.- Vibrio cholerae + + + fofedged
21.- Hafnia alvei + + + Yoo

n=3 + inhibicién de 0-lcm ++ inhibicién de 1-1.5 cm  +++ inhibicién de 1.5-2.0 cm
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Resultados

Figura No. 10. Efecto inhibitorio de los extractos hexianicos de Q. amara (A), G.

canescens (B), G. ulmifolia (C) y del etanol (D) sobre el crecimiento de E. coli.

Figura No.11. Efecto inhibitorio del cloranfenicol (A) y del extracto hexanico de . G.

canescens (B) sobre el crecimiento de B. cereus. A una concentracion de 2Smg/ml.
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6.2.- AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS

Para la separacion de bandas en cromatografia en capa fina (CCD) se utilizaron
26 cluentes entre mezclas de solvente y solvente solos. El mejor eluente fue una mezcla
de éter de petréleo-benceno-acetona-metanol (9:9:2:2) para los tres extractos hexanicos,
ya que son estos los que presentan mayor efecto inhibitorio sobre los microorganismos.
No se realizd la CCD para los extractos acetonicos y metandlicos de las plantas por su
baja actividad bioldgica. La revelacidn de las bandas se hizo al visible, con vapores de
yodo, luz ultravioleta y cloruro de cobalto. Los resultados se muestran en las tablas

numero 7,8y 9.

Tabla No.7. Cromatografia en capa fina del extracto hexanico de Q. amara.

R VAPORES DE [ CLORURO DE

BANDAS VISIBLE uv YODO COBALTO Rf
| N R Blanca Café oscuro | —-=====---meu-- 0.28
A e Azul Café oscuro | ----=--==------ 0.34
I Lila Café¢ | ~mmmmmemcmemeee 0.50
4 Amarilla Verde Café¢ | -—-memmm—me- 0.61

Tabla No. 8. Cromatografia en capa fina del extracto hexanico de G. canescens.

VAPORES DE | CLORURO DE
BANDAS VISIBLE uv YODO COBALTO Rf
| I Blanca Café | -——--meommmeee- 0.35
A Blanca café | --mmmmememmeee- 0.44
3| e Morada Cafe | ---——mn 0.55
4 | emmmmmemmmmmmee | mmmmemeeeeeee Café claro Morada 0.65
g Amarilla Verde Café claro | -----------——-- 0.68
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Tabla No. 9. Cromatografia en capa fina del extracto hexdnico de G. ulmifolia.

VAPORES DE | CLORUROQ DE
BANDAS VISIBLE uv YODO COBALTO Rf
| Amarilla Café¢ | -——--m- 0.29
A Lila Café claro Morada 0.41
3| e Café Café | ----mmmmmeoem- 0.50
4 Verde Verde Café claro | --------------- 0.69

6.3.- LOCALIZACION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS

Se llevé a cabo por el método bioautografico y se utilizaron los tres
microorganismo mas sensibles a los extractos hexanicos. Como se observa en la tabla
no.10, el Unico extracto que presentd inhibicion fue el de G. canescens contra B. cereus;
En las bandas con Rf de 0.55, 0.65 y 0.68. También se llevd a cabo un control negativo

(etanol) para ver si mostraba inhibicion con algiin microorganismo.

Tabla No.10. Inhibicién bacteriana por bioautografia.

EXTRACTO HEXANICO DE

MICROORGANISMO [ Q. amara | G. canescens | G. ulmifolia | Control (-)
Bacillus cereus NI - SI NI NI
Klebsiella pneumoniae NI NI NI NI
Escherichia coli NI NI NI NI

n=3 NI = no inhibicién  SI = si inhibicion
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Figura No. 12. Inhibicion bacteriana de las fracciones separadas del extracto
hexdnico de G. canescens por el método bioautografico.

Figura No. 13. Control negativo (etanol) por el método bioautografice.
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6.4.- IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS

6.4.1.-Métodos quimicos

Se llevaron a cabo pruebas quimicas a los extractos hexanicos de las tres plantas,
para observar los grupos funcionales que presenta cada una. Se puede observar en la
Tabla No.11 la presencia de alcaloides, sesquiterpenlactonas, carbohidratos, terpenos y

otros grupos funcionales mas.

También se realizaron pruebas quimicas a las fracciones con actividad
antimicrobiana de (. canescens dando positiva para alcaloides, terpenos, saponinas y

cumarinas (Tabla No. 12).

Tabla No.11. Determinacion de los grupos funcionales de los extractos de

hexdnicos de Q. amara, G. canescens'y G. ulmifolia.

PRUEBAS PARA GRUPOS
FUNCIONALES EXTRACTOS HEXANICOS
0.a G.c G. u
Ignicién (organico e inorganico) organico organico organico
Liebermann-Burchard (triterpenos) - - -
Salkowski (esteroles) + + +
Shinoda (flavonoides ) + + =
Acido sulfiirico (flavonoides) + + +
Baljet (sesquiterpenlactonas) + + -
Dragendorff (alcaloides) + + -
Br,/CCly (insaturaciones) - - -
KMnQ, (insaturaciones) + + +
FeCL; (oxidrilos fenolicos) - + -
2-4DNFH (carbonilo) Es + -
Molisch (carbohidratos) + + +
NaOH (cumarinas) + + =
Bicarbonato de sodio (saponinas) - + +
H>S04-Formaldehido (aromaticos) + + +
2,2difenil-1-picrilhidrazil (antioxidantes) baja moderada baja
Borntrager (cumarinas) + + =
Vanillina (terpenos) + + +
+ presente, - ausente
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Tabla No.12. Determinacion de los grupos funcionales de las fracciones activas de

G. canescens

PRUEBAS PARA GRUPOS
FUNCIONALES G. canescens
FRACCION #3 | FRACCION #4 | FRACCION #5
Liebermann-Burchard (triterpenos) - - -
Salkowski (esteroles) = = =

Shinoda (flavonoide) - o %
Acido sulfarico (flavonoides) - - -
Baljet (sesquiterpenlactonas) - - -
Dragendorff (alcaloides) + + -
Br,/CCl; (insaturaciones) - - -
KMnQ, (insaturaciones) - ~ =
FeCL3 (oxidrilos fenolicos) - = =
2-4DNFH (carbonilo) - - &
Molisch (azucares) - - -
NaOH (cumarinas) - - -

Bicarbonato de sodio (saponinas) - - -
H,S0,-Formaldehido (aromaticos) - - -
Borntrager (cumarinas) + - +
Vanillina (terpenos) - + -
CoCl; (saponinas) - + -

+ presente, - ausente

6.4.2.- Métodos fisicos

Las bandas que presentaron inhibiciéon por el método bioautografico fueron
analizadas por cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas, la fraccion
namero 4 con Rf de 0.65 presentdé dos componentes eluidos a los 12.47 (A) min. y a los
12.64 (B) min. respectivamente, como se observa en la figura No.14. El espectro de
masas para ¢l compuesto A presenta un peso molecular a m/e = 143 y el compuesto B a
un m/e = 173, ambos componentes resultan muy parecidos en los picos obtenidos. El

pico base de ambos fue de 71, correspondiente a los ésteres. Figuras No.15 y 16.
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Figura No. 14. Cromatografia de gases para la fraccion 4.
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Figura No. 16. Espectro de masas para el compuesto B.
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Discusion

7.- DISCUSION

En el uso popular se recomienda a la . amara para tratar dolores estomacales y
algunos autores la mencionan como medicina antidisentérica; En esta investigacién se
encontré que los extractos de (). amara mostraron una baja actividad contra las
bacterias, en su mayoria entericas. Tal vez los extractos de la . amara no sean efectivos
contra bacterias causantes de enfermedades gastrointestinales, pero si protegen la

mucosa gastrica como lo menciona Caceres.

En México se conocen varias especies del género Graphalium, con las mismas
propiedades medicinales. Autores como Hernandez y Martinez reportan al G. canescens
como emoliente, antirreumatico, para el dolor del vientre vy de garganta. Algunos
investigadores como Villagomez y Rojas han hecho estudios sobre la actividad
antibacteriana de los extractos de G. viscosum, G. spicatum, G. oxyphyllum var.
oxyphyllum, G. liebmannii var. monticola y G. americanum. Ellos han probado sus
extractos en concentraciones de 5 mg/ml 0 menores contra microorganismos gram
positivos y gram negativos como: S. aureus, E. faecalis, S. pyogenes, E. coli, K
pneumoniae, P. aeruginosa y han observado que los extractos exhibieron una actividad

antimicrobiana fuerte contra por lo menos uno de los patdgenos probados.

Esto concuerda con nuestra investigacion ya que los tres extractos de G.
canescens presentaron actividad antimicrobiana pero en diferente concentracién, los
microorganismos mas fuertemente inhibidos fueron S. typhimurium, C. freundii, K
pneumoniae, E. coli y B. cereus con una concentraciéon de 25mg/ml Este ultimo
microorganismo fue el mas fuertemente inhibido, con el extracto hexanico y mostré un
halo de inhibicién mayor a 2 ¢cm, como el control positivo. Estos resultados también
concuerdan con los de Villagomez en el 2001, ya que sus extractos hexanicos mostraron
en todos los casos inhibiciones. Esta inhibicién es muy importante ya que B. cereus es
un productor de enterotoxinas que contaminan los alimentos y su mecanismos de accién

no se limita a las alteraciones situadas exclusivamente sobre la permeabilidad intestinal.
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También podemos darnos cuenta que los extractos G. canescens presentaron
mayor inhibicion sobre microorganismos causantes de enfermedades gastrointestinales y

el uso popular la utiliza mayormente para padecimientos respiratorios.

A G. ulmifolia se le ha puesto muy poco interés en cuanto a estudios en general.
En el uso popular generalmente se emplea la corteza y las hojas para tratar enfermedades
gastrointestinales y la parte aérea (frutos y hojas ) para padecimientos renales, urinarios,
antidiabéticos y la tos. Caceres en 1990 llevé a cabo un estudio de algunas plantas
utilizadas en Guatemala contra desordenes gastrointestinales entre ellas G. u/mifolia y
sus resultados indicaron que esta planta se encontrd dentro de las que inhibieron una o
mas de las enterobacterias (E. coli, S. enteritidis, S. typhi, S. dysenteriae y S. flexneri)
utilizadas. El no menciona que parte de la planta utilizé para su estudio. Esto debido a
que nuestros resultado no concuerdan con los de €l. En esta investigacién se utilizaron
los fruto de G. ulmifolia y la actividad contra bacterias entéricas fue muy poca. Los
extractos hexanicos que presentaron mayor efecto inhibitorio contra microorganismos

asociados a enfermedades respiratorias como E. aerdgenes y K. pneumoniae.

En los tres casos se observo que el solvente de menor polaridad (hexanico) fue el
mas activo contra los microorganismos probados, quizas sea el que mas compuestos
extrac de la planta, los cuales pueden actuar de manera antagonista y como

coadyuvantes; y por lo tanto producir mayor actividad antimicrobiana.

Las presencia de saponinas solo fue detectada en G. canescens y G. ulmifolia
mediante un revelador que es el cloruro de cobalto, esto debido a que las saponinas y sus
agliconas insaturadas 6 con varios hidroxilos, no absorben al UV; aunque los insaturados

dan una sefial entre 205-210nm.

Solo el extracto hexanico de G. canescens dio positiva a la prueba de inhibicién
por bioautografia contra B. cereus, mientras que E. coli y K. pneumoniae no fueron
inhibidos. También se llevé a cabo un control negativo para descartar que el etanol o la

silica eran causantes de la inhibicion y se observé que no producia inhibicion.
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Entre los grupos funcionales presentes en la fraccion con Rf de 0.55 se
encuentran alcaloides y cumarinas. La fraccion con Rf .65 fue la que presenté mayor
numero de grupos funcionales entre ellos terpenos, saponinas y alcaloides. La fraccion
con Rf de 0.68 solo presenté cumarinas. Tal vez los terpenos sean los causantes de la

actividad biologica , ya que la literatura (55) los ha reportado como citotéxicos.

Las fracciones separadas de los extractos hexanicos de Q. amara'y G. ulmifolia
en cromatograma no mostraron actividad antimicrobiana por el método bioautografico,
debido posiblemente a la accién sinérgica de todos sus componentes. Al menos en la

concentracion utilizada.

Duke menciona que el 4cido malico y galico son responsables de la actividad
antibacterial y se encuentran presentes en la raiz de (J. amara. En este estudio se utilizd
la corteza y tal vez sea esta la principal razén de la baja actividad antimicrobiana, el

mismo autor la reporta como amebicida, condimento, aperitiva, etc.

Kengo menciona que los cuasiniodes de las plantas de la familia Simarubaceae,
poseen actividad antioxidante y con las pruebas quimicas que se realizaron se observé
que la Q. amara posee una muy baja actividad antioxidante. Otros investigadores como
Duke y Dominguez mencionan que en la corteza se pueden encontrar alcaloides y
diterpenos, lo cual concuerda con las pruebas quimicas realizadas, la de Dragendorff y

de la vanillina fueron positivas.

Hudson menciona que algunos miembros de Ia familia Asteraceae poseen
sesquiterpenlactonas con actividad antimicrobiana, en este trabajo se encontro la
presencia de las sesquiterpenlactonas en el extracto hexanico de G. canescens, pero no

fueron los responsables de la actividad biolégica.
Mongelli menciona que del género Graphalium se han aislado flavonoides, esto

se confirmo con las pruebas quimicas de Shinoda y del acido sulfurico. La presencia de

saponinas y terpenos también coincidieron con la literatura (30,57).
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Los grupos funcionales presentes en el fruto de G. w/mifolia fueron muy pocos,
tal vez por eso se le da muy poca importancia al estudio de este fruto y se le pone mas

énfasis a las hojas y corteza, que han sido reportadas por algunos autores.

Al observar los resultados de las pruebas quimicas para insaturaciones de los
extractos hexdanicos, se puede notar que la prueba del permanganato de potasio si da
positiva, mientras que la bromo en tetracloruro de carbono no, tal vez la principal

diferencia se deba a la poca estabilidad que presenta el segundo reactivo.

En las pruebas quimicas realizadas a las fracciones con actividad antimicrobiana
del extracto hexanico, se observo que la prueba de Borntrager dio positiva y la de
hidréxido de sodio negativa, siendo ambas para detectar la presencia de cumarinas. La
diferencia seria que en la primera es mas facil detectar y en la segunda la cantidad de
cumarina presente en la fraccién es muy baja. Cabe mencionar que para establecer con

certeza un grupo funcional es necesario realizar estudios espectroscopicos.

Al observar los espectros de masas podemos decir que los compuestos son muy
parccidos, ya que muestran picos muy similares, pero se diferencian en su peso
molecular, el compuesto A tiene un ion molecular de 143 y el compuesto B un m/e =
173 con estos datos y pico base a m/e = 71, ademas otro pico caracteristico con un peso
molecular de 56 podemos decir que se trata de un ester en ambos casos, ya que son las
caracteristicas que muestra los ésteres.”® Con los datos obtenidos podriamos decir que la
estructura para el compuesto A es CgH;sO2 y para el compuesto B es CyoH;10;. Los
cuales son casi iguales solo que el compuesto B posee dos metilos mas, siendo su peso
molecular mayor y el compuesto A posee un pico con un m/e = 98 debido a la perdida
de un CH3CH;O.
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8.- CONCLUSIONES

>

>

Los extractos de Q. amara, G. canescens y G. ulmifolia presentaron actividad

contra los microorganismos estudiados en diferentes proporciones.

El extracto hexanico de . amara presentdé mayor actividad sobre S

typhimurium, E. coli, B. cereus E. aerogenes y K. pneumoniae.

El extracto hexdnico de G. canescens presenté efecto inhibitorio sobre C.

freundii y B. cereus.

El extracto hexanico de G. ulmifolia presento actividad antimicrobiana sobre B.

cereus, E. aerogenes y K. pneumoniae.

Solo el extracto hexénico de G. canescens present6 inhibicion contra B. cereus

por el método biocautografico, en las bandas con Rf de 0.55, 0.65 y 0.68.
Las pruebas quimicas realizadas a los extractos hexanicos de las plantas
mostraron la presencia de alcaloides, sesquiterpenlactonas, carbohidratos,

terpenos y otros grupos funcionales mas.

Las pruebas quimicas realizadas a las fracciones de G. canescens con actividad

antimicrobiana dieron positivas a alcaloides, cumarinas, terpenos y saponinas.

Se obtuvieron dos compuestos por cromatografia de gases acoplado a

espectrometro de masas, los cuales son €steres con peso molecular de 143 y 173.
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» Se proponen las siguientes estructuras:

o)

CHS-CHz-l(lj-O—CHz-C}IIZ
CH,
CH,

CH,

CsH150;
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Perspectivas

9.- PERSPECTIVAS

Determinar la estructura de los compuestos presentes en G. canescens, mediante
métodos espectroscdpicos (resonancia magnética nuclear, infrarrojo y ultravioleta) y
evaluar su toxicidad. Con el fin de observar que tan factible seria utilizarlo en el ser

humano y después llevar a cabo su sintesis en laboratorios.
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