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ABREVIATURAS

°C : Grados Celsius

Mg: Microgramo

Ml: Microlitro

cm: Centimetro

atm: Atmosfera

g: Gramos

mm: Milimetro

ml: Mililitro

mg: Miligramo

ppm: Partes por Millon

rpm: Revoluciones por minuto
UV: Ultravioleta

Vol: Volumen

UAEM: Universidad Auténoma del Estado de Morelos
CC: Carbono- Carbono

Met: Metanol

Ac: Acetato de etilo

hrs: Horas

msnm: Metros sobre el nivel del mar.
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Foérmulas de compuestos:
CH,Cl, : Diclorometano
BacCl, : Cloruro de Bario
H,S0,: Acido Sulfurico
C4Hg0,: Acetato de Etilo
CH3OH : Metanol

H,0 : Agua Destilada

NaCl: Cloruro de Sodio

Definiciones:
Antibiético: Agente bioldgico o quimico que inhibe el crecimiento de los microorganismos
Cepa: Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo aislamiento

Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios sélidos, originada por la

multiplicacién de una sola bacteria preexistente.

Concentracion Inhibitoria minima (CIM): Corresponde a la concentracion mas débil de
un antibiético capaz de inhibir el crecimiento visible de una cepa bacteriana al cabo de 18

— 24 horas de incubacion

Disco de sensibilidad: Discos impregnados con algun antimicrobiano usados para

determinar la susceptibilidad antimicrobiana por disco difusion.

Escala de Mc. Farland: Estandar de turbidez de sulfato de bario. La escala usada para el

indculo de las pruebas de susceptibilidad por el método de disco difusion es 0.5.

Esterilizacién: Proceso validado que permite la eliminacion de toda forma de vida
microbiana incluyendo endosporas bacterianas. Puede conseguirse por medio de métodos

quimicos, fisicos 0 gaseosos.

Incubacion: Mantenimiento de cultivos bacterianos en condiciones favorables para su

desarrollo y multiplicacién
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Vortex: Agitador para tubos

Inéculo: Mantenimiento de cultivos bacterianos en condiciones favorables para su

desarrollo y multiplicacion

Medio de Cultivo: Medio artificial de sustancias nutritivas, que puede ser sdlido, semisélido

o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacién bacteriana in vitro.

Resistente : Categoria clinica definida para las pruebas de susceptibilidad in vitro. Las
cepas bacterianas incluidas en esta categoria no son inhibidas por las concentraciones
séricas del antibidtico normalmente alcanzadas con las dosis habituales del mismo, poseen
comunmente mecanismos especificos de resistencia bacteriana o la eficacia clinica del

antibidtico frente a la bacteria no ha sido comprobada.

Sensible : Categoria clinica definida para las pruebas de susceptibilidad in vitro. Implica
que una infeccién debida a la cepa bacteriana estudiada puede ser tratada apropiadamente
con la dosis de antibiético recomendada para el tipo de infeccion y la especie infectante, a

menos que existan contraindicaciones.
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RESUMEN

Las plantas medicinales se han utilizado durante mucho tiempo como fuente de remedios
tradicionales en casi todas las culturas [1]. Los productos naturales son una valiosa fuente
de componentes quimicos en medicina y farmacologia. La naturaleza proporciona un
suministro interminable de nuevos fitoquimicos, a los que se hace referencia como
productos naturales (PN), y el desarrollo de farmacos de productos naturales es una tarea
dificil para desarrollar nuevas pistas [2]. La medicina tradicional (MT) es valiosa porque
utiliza productos naturales; por ejemplo, Ayurveda, Kampo, la medicina tradicional china
(MTC), la medicina tradicional coreana (TKM) y Unani utilizan productos naturales y se ha

practicado durante miles de afos, convirtiéndose en un sistema de médico bien regulado
[3].

El aumento de la resistencia bacteriana en afos recientes ha causado una gran
preocupacion ya que la eficacia de los antibidticos utilizados de forma habitual para tratar
infecciones de tipo bacteriana ha disminuido significativamente [4], lo cual es una senal de
alarma, debido a que la velocidad a la que se desarrollan nuevos medicamentos es mas
lenta que el aumento de la generacién de resistencia bacteriana ante los antibiéticos

existentes[5].

Este trabajo se enfocd en la caracterizacién antimicrobiana del extracto de estrobilos de
Pino (Pinus sp.) de la especie moctezumae, una especie de conifera con propiedades
antibidticas y antioxidantes. Para la caracterizacion, se obtuvo por extraccién mediante
Soxhlet y maceracion sobre el disolvente de metanol. Se obtuvo mediante el procedimiento
de separacion del extracto metandlico con ayuda de la cromatografia en columna
separando por fracciones cada componente, Para este proyecto también se realizaron
pruebas mediante ensayos de difusion en disco para comparar el efecto antibiético del
extracto metandlico y las fracciones extraidas utilizando un antibiético de referencia y

demostrar el poder antibiético de los componentes naturales.

Las bacterias con mayor efecto antimicrobiano fue la E. coli , S. aureus y S.typhi.
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INTRODUCCION

Los antibiéticos son agentes quimicos o sustancias naturales que inhiben o eliminan el
crecimiento de microorganismos, principalmente bacterias, y tienen un papel crucial en el
tratamiento de infecciones bacterianas en seres humanos y animales. Desde su
descubrimiento en la primera mitad del siglo XX, los antibiéticos han revolucionado la
medicina y han contribuido significativamente a la reduccion de la mortalidad causada por

enfermedades infecciosas causadas por bacterias[6].

Es un hecho que una serie de enfermedades infecciosas han sido tratadas con medicinas
a base de hierbas a lo largo de la historia de la humanidad. Debido a la incomparable
disponibilidad de diversidad quimica, los extractos de plantas, ya sea como productos
naturales estandarizados o como compuestos puros, han abierto perspectivas ilimitadas
para nuevos farmacos. Es una necesidad urgente y continua que se descubran nuevos
compuestos antimicrobianos que tengan nuevos mecanismos de accion y estructuras

quimicas diversas para enfermedades infecciosas nuevas y reemergentes [7].

La OMS ha declarado que la resistencia a los antimicrobianos es una de las 10 principales
amenazas de salud publica a las que se enfrenta la humanidad, el uso indebido y excesivo
de los antimicrobianos es el principal factor que determina la aparicion de patégenos

farmacorresistentes.

La aparicion y propagacion de patégenos farmacorresistentes que han adquirido nuevos
mecanismos de resistencia, lo que conduce a la resistencia a los antimicrobianos, siguen
comprometiendo nuestra capacidad para tratar infecciones comunes. Es especialmente
alarmante la rapida propagacion mundial de bacterias multirresistentes y panresistentes
(denominadas también “superbacterias”) que provocan infecciones que no pueden tratarse

con los medicamentos antimicrobianos al uso, como los antibiéticos.

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno que aparece de forma natural con el
tiempo, generalmente por modificaciones genéticas. Los organismos resistentes a los
antimicrobianos estan presentes en las personas, los animales, los alimentos, las plantas y
el medio ambiente (agua, suelo y aire). Pueden propagarse de una persona a otra o entre
las personas y los animales, en particular a partir de alimentos de origen animal. Entre los
principales factores de la resistencia a los antimicrobianos se encuentran los siguientes: el

uso indebido y excesivo de antimicrobianos; la falta de acceso a agua limpia, saneamiento
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e higiene , tanto para las personas como para los animales; la adopcion de medidas
deficientes de prevencion y control de las enfermedades y las infecciones en los centros de
atencion de salud y las explotaciones agricolas; el acceso deficiente a medicamentos,
vacunas y medios de diagndstico asequibles y de calidad; la falta de sensibilizacion y

conocimientos; y el incumplimiento de la legislacion [8].

Es importante saber que dependiendo de la composicion quimica del farmaco también de

la accidén y el espectro de estos farmacos es como se clasifica los antimicrobianos:

e Virus = antiviral
e Bacterias = antibacterianos
¢ Hongos = antifungicos

¢ Antiparasitos = antiparasitos

Podemos tener que un farmaco podria ser so6lo contra bacterias, virus, hongos y contra

parasitos en algunos casos. [9].

Algunos medicamentos pueden ser bactericidas o bacteriostaticos dependiendo de la

concentracién de medicamentos, presencia de otros medicamentos y especies bacterianas.

En términos de espectro de actividad: Podemos tener antimicrobianos que tienen un
espectro muy amplio que se puede utilizar para muchas especies de bacterias que podrian
estar presentes en una infeccion o un espectro muy estrecho que estan dirigidos a grupos

mas pequefos

e Amplia

e Angosta

Hoy en dia , las enfermedades infecciosas se han convertido a nivel mundial en una de las
principales causas de muerte, por lo que su estudio se ha convertido en una preocupacion
mundial [10]. La aparicién de resistencia a multiples farmacos en los patégenos esta

amenazando la eficacia clinica de muchos antibiéticos existentes [11].

Por otra parte, es importante resaltar que la resistencia a antibiéticos es una de las mayores
amenazas hoy en dia para la salud publica, seguridad alimentaria y desarrollo de los paises
de acuerdo con la (OMS), también podria estar relacionada con la contaminacion
atmosférica y, en especifico, con las llamadas particulas PM2.5. Posteriormente la
investigacion de estos cientificos establece que las particulas PM2.5 pueden llevar no sélo

compuestos toxicos, sino también bacterias resistentes a los antibiéticos. ¢ Por qué? Porque
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si en un lugar hay un problema de defecacién al aire libre, por ejemplo, y el excremento se
seca y revolotea en el aire, dichas particulas pueden cargarse con las bacterias que
contiene aquél y ser respiradas por las personas, ademas de bacterias, las particulas PM2.5

pueden contener el acido desoxirribonucleico (ADN) de éstas [12].

Ahora bien, si las bacterias mueren, entonces su ADN permanece ahi, y una vez que las
particulas PM2.5 entran en el organismo de una persona a través de las vias respiratorias
y el tracto gastrointestinal, puede haber una transferencia lateral de ADN de alguna bacteria
resistente a los antibiéticos, quizé ni siquiera pertenecientemente relacionada con las que

ese individuo tiene, y generar esa misma resistencia en otras bacterias [13].

La resistencia de las bacterias a los antibidticos cuesta mucho dinero, porque implica

incapacidad laboral, gastos médicos, estancias hospitalarias mas largas, etcétera.

Las cepas que se utilizaron en este estudio fueron las siguientes:

Escherichia coli

Es la flora facultativa no patégena predominante del intestino humano, sin embargo,
algunas cepas de E. coli han desarrollado la capacidad de causar enfermedades del
sistema gastrointestinal, urinario o nervioso central incluso en los huéspedes humanos mas

robustos.

Por lo general, la bacteria Escherichia coli (E. coli) vive en los intestinos de las personas
y de los animales sanos. La mayoria de las variedades de Escherichia coli son inofensivas
0 causan diarrea breve. Sin embargo, algunas cepas, como la Escherichia coli O157:H7,

pueden causar coélicos abdominales intensos, diarrea con sangre y vomitos [14].

Puedes estar expuesto a la Escherichia coli proveniente de agua o de alimentos
contaminados, sobre todo de los vegetales crudos y de la carne de res molida poco cocida.
Los adultos sanos suelen recuperarse de la infeccién por E. coli O157:H7 en el plazo de
una semana. Los nifios pequefos y los adultos mayores presentan un mayor riesgo de

desarrollar un tipo de insuficiencia renal que pone en riesgo la vida.

Los signos y sintomas de la infeccion por E. coli O157:H7 suelen aparecer tres o cuatro

dias después de la exposicion a la bacteria. Pero puedes enfermarte al dia siguiente de
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haber estado expuesto, 0 mas de una semana después. Los signos y sintomas [15] incluyen

los siguientes:

o Diarrea, que puede ser variar entre leve y liquida y grave con sangre
e Calambres estomacales, dolor o sensibilidad en el estbmago
o Fiebre , nauseas y vomitos en algunas personas.

Principal tratamiento:

Azitromicina, Ciprofloxacino, Bismuto, Levofloxacino , Metronidazol, Ofloxacina, Electrolitos

orales.

Salmonella typhi

La infeccion por salmonela (salmonelosis) es una enfermedad bacteriana comun que afecta
el tubo intestinal. La bacteria de la salmonela generalmente vive en los intestinos de
animales y humanos y se expulsa mediante las heces (materia fecal). La forma mas

frecuente de infeccion en los humanos es a través de agua o alimentos contaminados [16].

La infeccidon por salmonela suele ser producto de la ingesta de carne, carne de aves, huevos
o productos a base de huevo crudos o poco cocidos, o de leche no pasteurizada. El periodo
de incubacion (el tiempo entre la exposicion y la enfermedad) puede ser de 6 horas a 6 dias.
Con frecuencia, las personas que tienen infeccién por salmonela creen que tienen gripe

estomacal. [17].

Entre los posibles signos y sintomas de la infeccion por salmonela se incluyen los

siguientes:

e Diarrea

e Colicos estomacales (abdominales)

e Fiebre
e Nauseas
e VOmitos

e Escalofrios
e Dolor de cabeza

e Sangre en las heces
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Los signos y sintomas de la infeccidon por salmonela generalmente duran de unos pocos
dias a una semana. La diarrea puede durar hasta 10 dias, pero es posible que pasen varios

meses antes de que los intestinos vuelvan a la deposicion de heces habitual.

Algunas variedades de la bacteria salmonela provocan fiebre tifoidea, una enfermedad que

puede ser mortal y que es mas comun en los paises en desarrollo [18].

Principal tratamiento:
Ampicilina, Amoxicilina, Trimetorpim, Ciprofloxacina, Cefixima, Cloranfenicol.

Staphylococcus aureus

Las infecciones se producen a causa de la bacteria estafilococo. Este tipo de gérmenes
suelen encontrarse en la piel o en la nariz de muchas personas sanas. La mayoria de las
veces, estas bacterias no provocan problemas o causan infeccion es cutaneas

relativamente menores [19].

Sin embargo, las infecciones por estafilococo pueden volverse mortales si las bacterias
invaden el organismo e ingresan en el torrente sanguineo, las articulaciones, los huesos,
los pulmones o el corazén. Cada vez mas personas sanas desarrollan infecciones por

estafilococo que pueden poner en riesgo la vida [20].

En el tratamiento, por lo general, se usan antibidticos y se limpia la zona infectada. Sin
embargo, algunas infecciones por estafilococo ya no responden o se vuelven resistentes a
los antibidticos comunes.

Las bacterias estafilocécicas pueden enfermarte y causar una infeccion. También pueden

enfermarte las toxinas que produce la bacteria [21] .

Las bacterias estafilocécicas sobreviven:

e Al secado
e A las temperaturas extremas

e Al &cido estomacal

19



Principal tratamiento :
Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona, Metronidazol.

Streptococcus Pyogenes

Es wuna bacteria de las cuales existen unos 80 serotipos diferentes.
Entre las enfermedades mas frecuentes que causa se encuentran la angina y las
infecciones de la piel. Se presentan principalmente en nifios de entre 4 y 10 afos, durante
la primavera y el otofio. Puede afectar también a las personas adultas.
Otras enfermedades que puede producir son la escarlatina, erisipela (infeccién de la piel),

otitis media y fiebre puerperal [22].

Los sintomas mas frecuentes de la angina son: fiebre, dolor de garganta o al tragar, y
agrandamiento de ganglios del cuello.
En el caso de las infecciones superficiales de la piel, se puede presentar: fiebre, dolor
localizado en una zona, enrojecimiento y si progresa ampollas pequefas y algunas costras
[23].

Tratamiento principal:
Amoxicilina, Cefalosporina , Clindamicina.

Por lo tanto, el desarrollo de investigacion en el potencial antibiético que pueden tener los
extractos de componentes naturales aumenta y abre el panorama para tener mas opciones
que la via sintética de antibiéticos efectivos y que permitan desarrollar métodos efectivos
para la obtencion de extractos que sirvan como modelo para generar antibidticos en un
futuro cercano. La obtencion de los extractos de componentes vegetales es un camino que
debe mejorarse y afinarse, debido a todas las implicaciones de tiempo y gasto que se tienen

con estos [24].
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Medicina tradicional para el tratamiento de infecciones
En la actualidad existe preocupacion por el abuso de antibiéticos sintéticos, ya que las
bacterias pueden volverse resistentes a ellos. En este sentido, los productos de origen

natural con efecto antibiético ayudan a combatir infecciones sin generar resistencia.

En algunos casos de resfriado o gripe no suelen prescribirse antibidticos en forma de
farmaco. En cambio, se sugiere el uso de antibiéticos de origen natural como

complemento de otros tratamientos médicos.

Por esta razon, los “antibidticos naturales” siguen siendo auxiliares terapéuticos. Ante

cualquier infeccién, lo mejor es consultar a un especialista y seguir sus indicaciones [25]

Ajo [Allium sativum)]

Este alimento tan comun en nuestros platillos es considerado por muchos como uno de los
“antibioticos naturales” por excelencia. El sulfuro de alilo que contiene es capaz de matar

bacterias, hongos y virus. Lo mejor es que lo hace sin afectar al microbiota intestinal.
Cebolla [Allium cepa]

Otra de las estrellas de la cocina también podria combatir infecciones por bacterias. En

especifico, es eficaz para controlar aquellas que afectan a las vias respiratorias y a la piel.
Equinacea [Echinacea purpureal

Es una planta con actividad farmacolégica contra bacterias, hongos y virus. Ademas,
algunas variedades podrian estimular el sistema inmunolégico, por lo que reforzarian las

defensas contra las infecciones.
Propdleo [Propolis |

Se trata de una sustancia producida por las abejas. Funciona como “cemento” natural para
estos animalitos, pero también ayuda a evitar infecciones en la colmena. Por eso, los
humanos aprovechamos sus cualidades antibacterianas, antivirales, antifungicas y

antiprotozoarias
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Miel [Apis mellifera]

Gracias a sus propiedades antisépticas, expectorantes, vigorizantes y cicatrizantes, se
considera un producto con efecto antibiotico. Ademas, suele utilizarse topicamente para

curar heridas en la piel.
Romero [Salvia rosmarinus]

Es una de las plantas mas utilizadas entre los “antibidticos naturales” para infecciones.

Como infusion, puede combatir gérmenes que afectan las vias respiratorias y los intestinos.

Otras especies con potencial uso terapéutico en enfermedades infecciosas.

Las plantas coniferas, como las plantas pertenecientes a los géneros Taxus, Cupressus,
Picea, Pinus, Cedrus y Araucaria , se encuentran en todo el mundo y han mostrado varias
actividades beneficiosas contra enfermedades, destacando la importancia de las coniferas
en el desarrollo de farmacos [27]. Las coniferas son lefiosas, tienen hojas uninervadas en
forma de aguja y constan de conos unisexuales masculinos y femeninos con escamas de
bracteas [28]. Comprenden ocho familias ( Pinaceae, Araucariaceae, Cupressaceae,
Podocarpaceae, Cephalotaxaceae, Taxaceae, Phyllocladaceae, Sciadopityaceae ), 70
geéneros y 630 especies [29]. Varios géneros incluyen una gran cantidad de especies,
como Pinus (110), Podocarpus (105), Juniperus (55), Abies (50), Picea (35), Dacrydiu
m (21), Taxodium (29) Pseudotsuga (22). ), Agathis (22), Araucaria (19) y Taxus (19),
mientras que hay algunos géneros que contienen un numero menor de especies,
como Larix (10), Cedrus (4), Torreya (6) y Cryptomeria (1) [30]. Se pueden encontrar en

abundancia en bosques tropicales de tierras bajas y submontarios.
Familia Pinaceae
Los pinos pertenecen al grupo de las coniferas, que representan cerca de 60 % de las 900

especies de gimnospermas [31], y en el caso de los pinos, se estima la existencia de 111

especies en todo el planeta [32].

Las pinaceas son coniferas que poseen canales de resina en la madera y las hojas. Sus
hojas son lineales o en forma de aciculas. Son especies monoicas (tiene separadas las

flores de cada sexo, pero en un mismo pie). Los conos con complejos, dispuestos en espiral
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y aplanados. Las bracteas estan libres de la escama, y tienen dos 6vulos invertidos,

y semillas con un ala larga terminal [33]

Es un grupo de plantas que se consideran los pulmones de las ciudades por la gran cantidad
de oxigeno que producen, tienen una gran importancia econémica porque se usan para
construir casas, papel, fuente de resinas, barnices, encolantes, artesania, tienen estrébilos,

hojas en forma de aguja [34].

El pino es la principal conifera de clima templado y frio en México, se distribuye en 24
estados de la republica, de los cuales sobresalen dos en la regién Centro Norte del pais,
uno en la Occidente, uno mas en el sur y dos en la Golfo Centro, Estan representadas por
4 familias: Pinaceae (4 géneros y 61 especies), Cupressaceae (4 géneros y 29 especies),
Podocarpaceae (1 género y 3 especies) y Taxaceae (1 especie). De las 94 especies de
coniferas mexicanas, 43 son endémicas del pais, de éstas 18 tienen un rango de

distribucioén limitado a 3 o menos estados [35].

Las especies de pino son originarias del hemisferio Norte, y en el continente americano se
localizan desde los 66°00'00"N, en el norte de Canada, hasta los 12°00'00"N hacia el sur
de Nicaragua [36]. En las sierras Madre Oriental y Occidental de México se asienta la mayor

diversidad del género Pinus (Pinaceae) en el mundo, con alrededor de 400 taxones.

Genero Pinus

México es considerado un centro secundario de diversidad del género Pinus. Un analisis
de la literatura mas reciente indica que los pinos migraron hacia el actual territorio mexicano
desde el hemisferio norte a través de corredores naturales e impulsados por los cambios
climaticos del pasado. Los pinos mexicanos son uno de los recursos naturales mas valiosos
por su uso tradicional y comercial, por su importancia cultural y por los servicios ambientales
que ofrecen. A pesar de ello la continua disminucion de la cobertura de los bosques de pino
y pino-encino, por causa de las actividades humanas y por los incendios forestales, es
alarmante. Al menos 20 taxa de pinos mexicanos estan en alguna categoria de riesgo y dos
de ellos: Pinus maximartinezii y P. muricata se encuentran en peligro de extincion. Los
programas nacionales e internacionales para el uso sostenible y la conservacién del

género Pinus en México aun no son eficientes y suficientes[37].
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Pinus es un género de plantas vasculares (generalmente arboles y raramente arbustos),
comunmente llamadas pinos [38] pertenecientes al grupo de las coniferas y, dentro de este,
a la familia de las Pinaceae, que presentan una ramificacién frecuentemente verticilada y

mas 0 menos regular [39].

Comprenden ocho familias ( Pinaceae, Araucariaceae, Cupressaceae, Podocarpaceae,
Cephalotaxaceae, Taxaceae, Phyllocladaceae, Sciadopityaceae ), 70 géneros y 630

especies [ 40 ]. Varios géneros incluyen una gran cantidad de especies, como Pinus (110),

La riqueza aproximada de especies de pinos a nivel mundial es de 111 especies . En México
y América Central se localizan alrededor de 46 especies de pinos, con diversas variedades
y formas. México es un centro secundario de diversidad de Pinus al contar con cerca de
42% de las especies y un alto porcentaje de endemismos (>55%) concentrados en islas
biogeograficas. Tal es el caso de los pinos pifioneros, que habitan en pequenas sierras de
las zonas aridas y semiaridas del norte de México, y de los pinos alpinos como P hartwegii y
P culminicola. Asi como de los que han evolucionado en areas tropicales: P caribeay

P oocarpa [41].

Estas son algunas de las especies del género Pinus: P. cembroides ,subsp. lagunae , P.
devoniana ,P. douglasiana , P. engelmannii , P. durangensis, P. leiophylla P. herrerae var.
chibuabuana , P. jaliscana, P.oocarpa , Pleiophylla, P. teocote var. /eiophylla, P
maximartinezii, P. strobiforis, P. moctezumae, P. teocote, P. pinceana, P.greggi, P.remota, P.

nelsonii, P. patula,P.arizonica, etc.

En botanica un cono o estrobilo es una estructura basada en un eje terminal, alrededor del
cual se despliegan hojas reproductivas con una disposicién generalmente helicoidal. En
este sentido mas amplio cono es sinbnimo de estrébilo, término que suele preferirse en las

publicaciones cientificas.

Cono (conus) es el nombre que en latin se empleaba para designar lo que en espafol se
llama pifia. Muchos prefieren restringir el uso del término a este significado original o, al
menos, al grupo biolégico de las coniferas (division Pinophyta), aunque sea incluyendo

también a las estructuras masculinas.

Los conos femeninos estan formados por escamas gruesas e inicialmente apretadas,

llamadas bracteas tectrices (portadoras), sobre cada una de las cuales se encuentran una
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o varias bracteas seminiferas. Estas se interpretan como megasporofilos (hojas portadoras
de megasporas) y después de la polinizacion y la subsecuente fecundacion, deben

transformarse en semillas[42].

Los conos femeninos se llaman pifias en los pinos y otras pinaceas (fam. Pinaceae), pero
pueden tener otros nombres y aspecto en coniferas distintas; asi se
llaman gélbulas y arcéstidas respectivamente en los cipreses y los enebros, miembros de

la familia cupresaceas (Cupressaceae).

Los conos masculinos son siempre mucho mas pequefios que los femeninos, y se agrupan
alrededor del final de las ramas en cuyo extremo crecen los renuevos del afio. En ellos sélo
hay una clase de escamas, las bracteas poliniferas (portadoras del polen). Su posicién
favorece la dispersion del polen, que en las coniferas es transportado por el viento
(anemofilia)[43].

Se tienen antecedentes que sehalan que las coniferas a donde es perteneciente el estrébilo
estudiado contienen metabolitos secundarios que pueden combatir a especies patdgenas

para el ser humano, causantes de infecciones y enfermedades.

Contienen metabolitos secundarios que activan el mecanismo de defensa de la planta
[ 44 ]. Los tres grupos fitoquimicos principales, a saber. Los terpenoides (acidos resinicos y
terpenos), alcaloides (piperidinas) y polifenoles (acidos fendlicos, flavonoides,
proantocianidinas, lignanos, acetofenonas y estilbenos) [45]. Es muy importante
comprender el camino evolutivo de las Gimnospermas, donde las coniferas representan el

nucleo.
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CONIFERAS EN MORELOS

En la actualidad algunas de las caracteristicas mas importantes que habitan en la zona
norte de Morelos es su vegetaciéon, ya que en el norte se localiza el Parque Nacional El
Tepozteco, el Parque Nacional Lagunas de Zempoala y el area de proteccion de flora y
fauna silvestres Corredor Bioldgico Chichinautzin, que une a los dos parques, también se
puede encontrar el bosque de la UAEM (Cuernavaca) en donde encontramos

principalmente la especie de Pinus moctezumae [46].

Se distribuyen bosques de clima templado representados por asociaciones de pino, pino-

encino y bosque mesdfilo de montaha [47].
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_

P.contorta
Var.
murrayana
P.coulteri
P.jeffreyi
P.lambertiana
P.monophylla
P.quadrifolia
P. radiata var.
binata

P.attenuata

P.muricata

P. cembroides
var. bicolor

P. flexilis var.
reflexa
P.stobiformis
P. teocote

P.arizonica

+ var.cooperi
P.cembroides
P.devoniana
P.engelmennii
P.leiophylla
Var.chihuahuana
P. leiophylla
Var. Leiophylla
P. leiophylla
P.oocarpa
P.teocote

Tabla 1 Especies del género Pinus [48].

P. hartwegii
P.moctezumae
P.pseudostrobus
+ var.
Apulcensis
P.strobiformis
P.teocote
P.moctezumae
P.pseudostrobus
P. teocote

P. strobiformis

P. cembroides
Subsp. Lagunae
P.devoniana
P.douglasiana
P.durangensis
P.herrerae
P.jaliscana
P.leiophylla

var.
chihuahuana
P.leiophylla

Var. leiophylla
P.maximartinezii
P.maximinoi
P.oocarpa
P.praetermissa
P.pseudostrobus
+var.apulcensis
P.rzedowskii
P.teocote

v

P.ayacahuite
+var. Veitchii
P.culminicola
P.flexilis var.
Reflexa
P.hartwegii

P.arizonica
Var.stormiae
P.cembroides
+subsp.
orizabensis
P.devoniana
P.engelmannii
P.greggii
P.leiophylla
Var. leiophylla
P.montezumae
P.nelsonii
P.patula
+variety
P.pinceana
P.pseudostrobus
P.remota
P.teocote

\Y

P.ayacahuite
P.hartwegii
P.moctezumae
P.pseudostrobus
+var.apulcensis
P.teocote

P.cembroides
P.devoniana
P.douglasiana
P.herrerae
P.lawsonii
P.leiophylla
var.leiophylla
P.maximinoi
P.moctezumae
+var.gordoniana
P.oocarpa+ var.
P.patula+ var.
P.pringlei
P.pseudostrobus
+var.apulcensis
P.strobus var.
Chiapensis
P.tecunumanii
P.teocote

P.devoniana
P.maximinoi

\

P.ayacahuite
P.hartwegii
P.moctezumae
P.pseudostrobus
+all varieties

P.devoniana
P.tecunumanii
P.maximinol
P.moctezumae
P.oocarpa
P.pseudostrobus
+all varieties

P.strobus var.
chiapensis

P.devoniana
P.maximinoi

P.caribaea var.
hondurensis

VI




Figura 1 Distribucién de especies del género Pinus [49].

En este mapa de México se puede observar la distribucién de las especies del género Pinus
que habitan actualmente y cdmo es que estan divididas las zonas de acuerdo con relacién
en la tabla 1. De acuerdo con la figura 1, se indica que en este mapa de México es el mayor

estado con mas abundancia en Pinus moctezumae y Pinus ayacahuite .
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Estas son las principales especies que habitan en la region V ubicado en el mapa (figura

1),donde se puede ver que es donde se encuentra el estado de morelos:

P.cembroides, P.devoniana, P.douglasiana, P.herrerae, P.lawsonii, P.leiophylla,
var.leiophylla, P.maximinoi, P.moctezumae, +var.gordoniana, P.oocarpa+ var.,
P.ayacahuite, P.hartwegii, P.moctezumae, P.pseudostrobus, +var.apulcensis,

P.teocote.

El bosque de pino se distribuye en altitudes comprendidas entre los 1,500 y 4,000
msnm, principalmente en los municipios de Huitzilac, Tepoztlan, Tlalnepantla, Totolapan y
Tetela del Volcan, sobre una topografia de cerros y laderas, y en sustratos rocosos de
origen volcanico, sobre suelos profundos o delgados, de color oscuro. Entre los 2 000 y
3 500 msnm (metros sobre el nivel del mar), las especies de pino que llegan a formar masas
forestales mas o menos puras son Pinus montezumae ("ocote”), P. Ayacahuite var.
veitchii ("ayacahuite”), P. pseudostrobus ("ocote jarano”) P. michoacana ("pino”)
y P. michoacana var. cornuta ("pino”). Altitudes mayores, entre los 3 500 y 4 000
metros, Pinus hartwegii es la Unica especie de pino que forma masas puras, o bien puede
presentarse asociada con Alnus firmifolia ("aile”) en terrenos con menores altitudes. Abajo
de los 2 500 metros de altitud, las especies de pino que forman bosques puros o mezclados
con especies de encino son leiophylla ("ocote chino”), teocote ("ocote colorado”)
y oocarpa .Esta comunidad forestal ocupa aproximadamente 8 068 ha (hectareas),

constituidas por bosques de pinos cerrados o abiertos [50].
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Por sus caracteristicas climaticas y edaficas, son objeto de procesos de cambio de uso de

suelo, de la sobreexplotacion de recursos bioenergéticos (lefia) y del establecimiento de

asentamientos humanos irregulares [51].

Figura 2 Imagen representativa de Pinus moctezumae en Morelos, localizado en la zona norte de Morelos.

Las caracteristicas de estas especies son principalmente desde un arbol mediano-grande,
que puede medir hasta 30 m, y con un tronco de al menos 75 cm de didmetro. Presenta
una corteza gris oscura, aspera y rugosa, con placas separadas por surcos profundos y
crestas, las ramas jévenes de esta conifera son robustas, de 8 a 12 mm aproximadamente,
gruesas y muy asperas, sus hojas se encuentran generalmente en fasciculos de 5, a veces
de 4 0 6. Sus hojas jévenes son mas brillantes y de color verde mas claro, miden de 15 a
45 cm de largo, y de 1 a 1.5 mm de grosor. Y la caracteristica mas importante es que los
conos de estos pinos se abren cuando maduran, tienen forma ovoide-conica, de unos 18 a
30cmde largo y de 4.5 a 8 cm de grosor. El ala de las semillas puede medir de 2 a 2.5 cm
[52] .

Los conos femeninos tardan entre 1,5 y 3 afios (dependiendo de la especie) en madurar

tras la polinizacion, y la fecundacion se retrasa un afio. En su madurez, los conos femeninos
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miden entre 3y 60 cm de largo. Cada cono tiene numerosas escamas dispuestas en espiral,
con dos semillas en cada escama fértil; las escamas de la base y la punta del cono son

pequefas y estériles, sin semillas [53].

Las semillas son en su mayoria pequefas y aladas, y son anemdfilas (dispersadas por el
viento), pero algunas son mas grandes y soélo tienen un ala vestigial, y son dispersadas
por pajaros. Los conos femeninos son lefiosos y a veces estdn armados para proteger las
semillas en desarrollo de los buscadores. En la madurez, los conos suelen abrirse para
liberar las semillas. En algunas de las especies dispersadas por aves, por ejemplo pino
blanco,[54] las semillas sélo son liberadas por el ave al romper los conos. En otros, las
semillas se almacenan en conos cerrados durante muchos afios hasta que una sefial
ambiental provoca que los conos se abran, liberando las semillas. Esto se
denomina serotinia. La forma mas comuan de serotinia es la piriscencia, en la que una resina
mantiene los conos cerrados hasta que un incendio forestal los derrite, por ejemplo,
en P. rigida [55].

PINUS MOCTEZUMAE

Es una especie con una amplia distribucién discontinua, reportada en 17 estados del norte,
centro y sur de México, México: en Nuevo Ledn, suroeste de Tamaulipas, Nayarit, sur de
Zacatecas, Jalisco, Michoacan, México, D.F. , Querétaro, Hidalgo, Morelos, Tlaxcala,
Puebla, centro de Veracruz, Guerrero, Oaxaca y Chiapas llegando hasta las partes altas de
Guatemala, con mayor presencia en el centro, a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal;
hacia el norte se distribuye sobre la Sierra Madre Oriental [56]. El rango altitudinal de la
especie es de 1150 a 3500 m s.n.m. [57]. En las partes bajas se asocia con Quercus sp.
mientras que en las zonas altas coexiste con otras especies de coniferas, aunque también
se observa en rodales puros. Las zonas donde se distribuye la especie mantienen una
precipitacién anual que varia entre los 800 y 1400 mm [58]. La temperatura media es de 22

°C en el mes mas calido y -5 °C en el mes mas frio [59].

Otros nombres que puede tener esta especie de pino son: P. moctezuma var. lindleyi J.C.
Loudon; P moctezumae var. mezambrana Carvajal, Pinus moctezumae A. B. Lambert var.

Moctezumae. Asi mismo es reconocido bajo los siguientes nombres locales: Ocote, Ocote
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blanco, Pino de Montezuma, Pinus montezumae Lamb. es conocido también como

chalmaite blanco (Veracruz) y pino real (Oaxaca).

Comienza a producir semilla a los 14 afos de edad [60]. La diferenciacién de los primordios
ocurre en abril; en primavera del ano siguiente ocurre la floracion y polinizacién, en un
periodo de receptividad de 24 a 48 h, de manera sincrénica con la liberacion del polen entre
los meses de febrero y abril; los conos alcanzan la madurez fisioldgica en el invierno, época
adecuada para la recolecta de conos, a mitad del mes de diciembre y a mitad del mes de

enero [61].

Figura 3 a) Arbol adulto de Pinus moctezumae (Cuernavaca, Morelos). b) Estrébilos femeninos, abierto
(izquierda) y cerrado (derecha) de Pinus moctezume. c) Semillas de Pinus moctezumae con ala articulada

32



Figura 5 Estrobilo masculino de Pinus moctezumae.

33



Tabla 2 Clasificacion taxonémica de Pinus moctezumae

Espécimen de Pinus Moctezumae Especie Pinus Moctezumae

Reino Platae

Division Pinophyta
Clase Pinopsida

Subclase Pinidae
Orden Pinales
Familia Pinaceae
Género Pinus

Distribucion | Se puede encontrar en las zonas boscosas
de las montanas de México, Guatemala y
zonas norte de El Salvador. Las ciudades

de Ocotlan en Jalisco, Ocotlan de

Morelos, Oaxaca, Ocotal en Nicaragua y el

Ocotal en Costa Rica derivan sus nombres

Figura 6 Estrobilos femeninos de Pinus de esta palabra

moctezumae

Las coniferas en el tratamiento terapeutico antimicrobiano
La investigacion basada en plantas ha recibido mas atencion en los ultimos afios y la

literatura respalda el posible uso de plantas medicinales en procesos convencionales [62].

En las coniferas se han demostrado que existen compuestos que actuan como
antimicrobianos, ya que tienen potencial para degradar las paredes celulares microbianas,
alterar la membrana citoplasmatica y las proteinas de la membrana, la lisis celular, la
coagulacion del citoplasma y el agotamiento de la fuerza motriz de protones son todos

ejemplos de su accion inhibidora [63].

Ademas, se ha demostrado la actividad antioxidante debido a que tienen un alto contenido
de compuestos polifendlicos, principalmente procianidinas, estilbenos, taninos y acidos
fendlicos [64]. La actividad antioxidante de los extractos de coniferas ha sido confirmada y
ensayos de poder reductor desde tiempos prehistoricos, las plantas coniferas se han
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utilizado como fuente medicinal, En la tabla nimero 3 se describen los principales

compuestos que se han reportado en las coniferas

El efecto antiinflamatorio de los fitoquimicos extraidos y reportados de las coniferas, es uno

de los principales efectos registrados tanto en modelos in vivo como in vitro [65].

Tabla 3 Constituyentes fitoquimicos presentes en las coniferas (Pinus).

tasumatrol B, taxodal,
acido sandaracopimarico,
taxodiona, xantoperol,
andrografélido, giberelina
A8, acido 7a-
hidroxisandaracopimarico,
giberelina Al12, aldehido
de giberelina Al2,
giberelina A15, acido 14a-
hidroxiisopimarico, 12-
hidroxi acido

globosa, T.
distichum, P.
mariana, J.
taxifolia, M.
glyptostroboides,
A. holophylla, J.
excelsa, J.
communis, J.
excelsa, J.
communis

Subclases Ejemplos principales de Especies de Referencias
cada clase Coniferas
Monoterpenos [3-mirceno, a-pineno, | Pinus roxburghii,
limoneno, a-terpineno, | P. pinea, P. | [99, 100].
tujona, canfeno, B-pineno, | wallichiana, P.
tujole, A-3-careno, | pinaster,
felandreno P.sylvestris, P.
gerardiana, P.
nigra, P. radiata,
Thuja
occidentalis,
Abies alba, Picea
abies,
Metasequoia
glyptostroboides
Sesquiterpenos Laurenobiolida, P. mariana,
farneseno, inulicina, | Juniperus [101,102].
vernodalina, 3 H - | foetidissima, A.
benzofuaran-2-ona, 4- | alba, P. abies, M.
metil-3-metoxi-3 H - glyptostroboides,
benzofuaran-2-ona, J. phoenicea, P.
4,9(a)-dihidroxinardosin- | roxburghii
6-en, delta-cadineno
alfa-humuleno, beta-
cedreno, transcariofileno,
cubenol
Diterpenos Paclitaxel, 10- | Taxus brevifolia,
desacetilbacatina I, | T. baccata, T. |[103,104].

35




deshidroabiético,
giberelina A19, giberelina
A9, carnosol, latirol,
acido E -comunico, acido
15-hidroxi-8(17),13( E )-
labdadieno-19-
carboxilico, holofilina A,

holofilina D, sugiol,
ferruginol

Compuestos de nitrégeno

Alcaloides Vellosimina, 1,6- | P. mariana, P. |[105,1086].
deshidropinidina, cis- | abies, P.
pinidina, 1,6- | sabiniana, P.
deshidropinidinona, torreyana,
epipinidinona, cis-
pinidinol,  trans-pinidina,
eufococina, a-pipecolina
1, (-)-pinidina

lignanos Laricilesinol, taxiresinol, | T. baccata, J.
3'-demetilisolariciresinol- | taxifolia, J. | [107,108].
9'-hidroxiisopropileto, sabina, J.
isolariciresinol, virginiana, J.
desoxipodofilotoxina, (-)- | virginiana, P.
secoisolariciresinol, 3, 3- | roxburghii,
demetilisolariciresinol, Cedrus deodara,
isotaxiresinol 2, a- | T. nucifera
conidendrina, (+)-
pinoresinol, (-
matairesinol, arctiina
dibencilbutirolactol, (-)-
wikstromol, (-
traxilagenina, (-
arctigenina, traxilaside, 4'-
demetiltraxilagenina,
[(2 R ,3 R)-2-(4"-hidroxi-
3 '-metoxibencil)-3-(4'-
hidroxi-
3',5'dimetoxibencil)-
butirolactona]

Polifenoles: flavonoides

Flavonoles Taxifolina, cedeodarina C. deodara, L. |[109,110].

simbraca, P.
roxburghii, P.

mariana, P. abies,
A. pindrow, A.
excelsa; P. pinea,
P. halepensis, P.
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pinaster, P.
gerardiana

Flavonas

Pilosanol B, luteolina,
apigenina, apigenina 6-
Cb-glucopiranésido

P. mariana, A.
excelsa, P. abies,
P. sylvestris, P.
menziesii, P.
menziesii, J.
communis, A.
angustifolia, L
deciduas

[111,112].

Biflavonas

Bilobetina,
cupressuflavona 11-7- O -
metil-robustaflavona

T. wallichiana,
macrocarpa,
angustifolia

>0

[113,114].

Flavonoles

Quercetina,
dihidroquercetina, rutina,
kaempferol,
dihidrokaempferol

J. communis,
oxycedrus,
gerardiana,
roxburghii,
wallichiana,
angustifolia,
abies,
deciduas,
sylvestris,
menziesii,
glyptostroboide
J. excelsa,
mariana,
foetidissima

SUUrU>»U000w

2]

« 30

[115,116].

Flavan-3-oles

Mondmeros: (-
epicatequina, (-
epicatequina-3-galato,
(+)-catequina, senidina A,
(-)-epigalocatequina,

P. pinaster,
pinea,
halepensis,
roxburghii,
wallichiana,
gerardiana,
foetidissima,
angustifolia,
abies,
deciduas,
sylvestris,
communis,
menziesii,
oxycedrus,
glyptostroboides,
J. excelsa

S¢UeUruU>»wTVUUTTUD

[117,118].

Polimeros:  procianidina
B1, B2, procianidina A2,

P. halepensis, P.

pinea, P. pinaster

[119].

Acidos fendlicos
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acidos benzoicos acido p-hidroxibenzoico, | P. abies, L. | [120,121].
acido 2,5- | deciduas, P.
dihidroxobenzoico, acido | sylvestris, P.
galico, acido 4- | menziesii, P.
hidroxibenzoico, acido | kesiya, J.
protocatequiico, acido | communis, A.
elagico excelsa, P.
roxburghii, P.
wallichiana, P.
gerardiana, L.
deciduas, J.
communis
acido Acido cafeico, &acido t- | P. abies, L. | [122,123].
hidroxicinamico cindmico, acido p- | deciduas, P.
cumarico, acido vainilico, | sylvestris, T.
acido  ferulico, acido | baccata, P.
salicilico, &cido sinapico, | mariana, P.
acido siringico, acido | pinaster, P.
clorogénico, 4&cido 5- | kesiya, L.
cafeoilquinico, acido | deciduas, J.
cafeico 4-0 - glucosido communis, P.
menziesii, M.
glyptostroboides
estilbenos trans-resveratrol, P. mariana, P. |[124,125].
resveratrol, trans- | abies, J.
pinosilvina, cis-estilbenos, | communis, P.
pinosilvina, dihidro- | pinaster, P.
monometilo, trans- | sylvestris, P.
estilbenos, trans- | strobes, P.
piceatannol, trans-piceido, | roxburghii, P.
trans-isorhapontina, trans- | wallichiana, P.
isorhapontigenina, gerardiana, P.
fenantrenos, astringina, | merkusii

trans-astringina
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Estructuras de compuestos fitoquimicos presentes en diferentes spp. de coniferas
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Componentes fitoquimicos de las coniferas

Terpenos

La tabla 3 representa los mono, sesqui y diterpenos mas comunes presentes en las
coniferas. En particular, los monoterpenos han sido ampliamente estudiados,
especialmente por sus propiedades antivirales. Ademas, informaron sobre sus actividades
biolégicas, incluidos los efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, antioxidantes y
neuroprotectores [66]. Sin embargo, el diterpeno de taxol derivado de Taxus spp. tienen
potencial contra la malaria y el cancer [67]. Los sesquiterpenos tienen propiedades
antisépticas, antimicrobianas y desinfectantes [68] demostraron que la actividad
antioxidante de los terpenos puede prevalecer sobre el estrés oxidativo agravado por

estimulos internos y externos [69].
Alcaloides

Hay varias clases de alcaloides que se clasifican segun el sistema de anillos heterociclicos
y el precursor biosintético que son de gran interés. Los alcaloides comprenden
quinolizidinas, indoles, tropanos, pirrolidinas, pirrolizidinas, imidazoles, piperidinas y purinas
de isoquinolina [70]. Existen numerosos estudios sobre la actividad biolégica y los usos
medicinales de los alcaloides [71]. Ademas, se ha demostrado que los alcaloides tienen

actividades antitumorales, antihiperglucémicas y antibacterianas [72].
Polifenoles

Los polifenoles son de gran relevancia y realizan una variedad de funciones, desde
constituyentes esqueléticos en varios tejidos hasta pigmentacion en muchos érganos de
plantas [73]. Actuan como antioxidantes naturales, pudiendo inhibir la peroxidacién lipidica,
la carcinogénesis, la actividad antimicrobiana, la accidon constrictora capilar directa, las
fitohormonas y también tienen la capacidad de estabilizar el acido ascérbico [74]. Los
flavonoides (isoflavonas, flavonoles, flavanonoles, flavonas, taninos, flavanonas,
antocianidinas), estilbenos (resveratrol), acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico), lignanos, se pueden encontrar en las plantas [75]. Los polifenoles,
especialmente los flavonoides, como la rutina, la quercetina, la apigenina y la epicatequina,
se encuentran ampliamente en las coniferas. Los géneros Araucaria, Pinus, Cedrus , etc.
son conocidos por sus propiedades antimicrobianas, anticancerigenas, antidiabéticas,

neuroprotectoras [76]. y antiinflamatorias y pueden usarse en el tratamiento de
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enfermedades neurodegenerativas, ademas de ser utiles para reducir la toxicidad de ap y

disfuncion neuronal [77].
Flavonoides

Los flavonoides son el grupo fenol mas abundante en la naturaleza y estan presentes en
una amplia gama de coniferas [78]. Los flavonoides tienen una estructura central de tres
anillos, pero las diferentes subclases varian debido a la estructura de anillo heterociclico
(anillo C) ubicada centralmente, que conecta los dos anillos de benceno [79] . Hasta la
fecha, en varios estudios se han registrado mas de 6.000 flavonoides en plantas. Los
flavonoides son agliconas en su estructura basica, pero la mayoria de ellos son glucésidos
en las plantas [80]. Las subclases de flavonoides que se encuentran en las hojas, cortezas

y semillas de las coniferas se representan en la tabla 3.
Lignanos

Los lignanos son dimeros de fenilpropanoides formados por dos unidades de alcohol
coniferilico o sinapilico unidas en las colas [81]. Isolariciresinol, taxiresinol, lariciresinol,
pinoresinol y sus glucésidos son ejemplos de tales compuestos. Existe un interés creciente
en los lignanos, especialmente debido a su capacidad quimioterapéutica [82]. Los
compuestos de lignina mas comunmente presentes en coniferas spp. se muestran en (tabla
3).

Estilbenos

Los estilbenos son producidos por varias especies de coniferas, incluidas Pinus
sylvestris y Picea abies . Brevemente, los estilbenos son compuestos fendlicos con un
puente heterdlogo que conecta dos anillos aromaticos [83]. Se han aislado muchos otros
compuestos, como la transpinosilvina, el cisestilbeno, el resveratrol y el piceatannol, de las
cortezas de especies de coniferas (tabla 3 ). Para los estilbenos, se han informado

excelentes efectos antimicrobianos [84].
Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos que pueden encontrarse en una amplia gama de
plantas. Los taninos son pigmentos coloreados, astringentes y se caracterizan por un sabor
amargo [85]. Los extractos de corteza de conifera ricos en taninos tienen propiedades
antimicrobianas y un alto potencial para prevenir la oxidacion de los lipidos en el modelo de

liposomas [86]. Como resultado, los taninos se pueden dividir en cuatro clases principales
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segun sus caracteristicas estructurales: galotaninos, taninos complejos, elagitaninos vy
taninos condensados [87]. Los taninos condensados (CT), también conocidos como
proantocianidinas, prevalecen en la corteza de los arboles P. abies y P. sylvestris [88]. Los
taninos condensados se consideran polimeros u oligomeros de unidades de flavanol
conectadas por enlaces CC (carbono- carbono) que son resistentes a la hidrélisis [89]. Las
procianidinas (PC) y las prodelfinidinas (PD) son los AP mas populares. La catequina y otras
unidades de epicatequina forman las PC. Las unidades de epigalocatequina constituyen las
PD [90].

Los taninos exhiben actividad antioxidante a través de diversas vias, incluida la eliminacion
de radicales libres, la quelacion de metales de transicion y la inhibicion de enzimas
prooxidativas [91], ademas de tener la capacidad de unirse y formar complejos con
proteinas y otros compuestos, y ser responsables de su actividad bioldgica. [92]. Los
taninos también actuan como agentes antimicrobianos, inhibiendo las enzimas microbianas
extracelulares, privando de sustratos de crecimiento microbiano y ejerciendo una accion
directa sobre el metabolismo microbiano, como la desnaturalizacion de las proteinas de la
membrana celular [93] . En la industria alimentaria, podrian utilizarse como recubrimientos

funcionales, adhesivos, conservantes y compuestos aromatizantes [94].

JUSTIFICACION

México es un centro de diversificacion del género Pinus y en su territorio se encuentra el
mayor numero de sus taxones, a menudo son el componente principal de la vegetacion,
son el habitat y fuente de alimento para la fauna silvestre, y de ellos se obtiene madera,

lefia, pulpa, resinas, semillas comestibles y otros productos no maderables [95].

Las coniferas han sido reconocidas desde hace mucho tiempo por su potencial terapéutico
en diferentes trastornos, principalmente las coniferas se han estudiado a profundidad en el
continente asiatico, destacando la importancia en el desarrollo de farmacos, se han
registrado varias actividades beneficiosas contra enfermedades, los datos obtenidos de
estudios experimentales y clinicos realizados hasta la fecha subrayan claramente que
dichos compuestos ejercen efectos antimicrobianos y antioxidantes prometedores,
pudiendo inhibir bacterias como lo es Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococus

aureus y Streptococus pyogenes [96]
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Por lo tanto, se ha intentado resaltar la importancia de los extractos derivados de coniferas

para fines farmacolégicos, con el apoyo de datos experimentales in vitro .

Los extractos de arboles de coniferas estan atrayendo un mayor interés entre las
comunidades cientificas debido a sus posibles aplicaciones en alimentacién, medicina y
cosmeética. Entre las especies de coniferas, recientemente se han identificado varios

extractos como una fuente importante de bioactivos con potencial antimicrobiano [97]

Actualmente, la resistencia a los antimicrobianos plantea un problema relevante sobre la
eficacia de los tratamientos que se utilizan actualmente contra las infecciones causadas por
los microorganismos como las bacterias, provocando su permanencia en el organismo e
incrementando el riesgo de contagio a otras personas. Esta resistencia a los
antimicrobianos, aunque es un fenémeno natural, aumenta los tiempos de estancias
hospitalarias, costos médicos y la mortalidad. Es por ello, que la identificacion de nuevos
farmacos antimicrobianos es una medida urgente, ya que es necesario contar con nuevas
sustancias activas con efecto bactericida sobre las cepas bacterias con resistencias a los
antibioticos. Esta situacion ha sido declarada por la OMS como una de las 10 principales
amenazas de salud publica a los que se enfrenta la humanidad en la actualidad y en su

futuro préximo.

Por esta razon, la identificacién de nuevos compuestos fitoquimicos y su obtencién a partir
de nuevas fuentes bioldgicas, presenta una excelente alternativa para el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias resistentes a los farmacos antibiéticos actuales. Pinus
moctezumae es una especie endémica del estado de Morelos cuyo estudio es para la
extraccion e identificacion de nuevos compuestos bioactivos contra el crecimiento
microbiano, no se ha descrito con detalle, ya que el principal uso de esta especie de conifera
se basa en los procesos de reforestacion, asi como en actividades ornamentales utilizando

los estrébilos, y considerandose como un desecho al final de su uso.

HIPOTESIS

La caracterizacion fitoquimica del extracto metandlico de estrobilos de pino morelense
(Pinus moctezumae) tiene efecto sobre la sensibilidad de crecimiento de las bacterias de

estudio.
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OBJETIVO

Objetivo general
Caracterizar la actividad antibiotica del extracto metandlico de estrobilos de pino (Pinus

moctezumae) mediante ensayo de difusién en placa.

Objetivos especificos
e Obtencion del extracto de acuerdo con la polaridad de los estrébilos de pino.
e Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto obtenido por el método de difusion

en placa.

METODOLOGIA

Obtencién del material vegetal (estrébilos femeninos Pinus moctezumae)
Se recolectaron estrébilos de pino dentro de las instalaciones de la UAEM en el mes de
marzo 2023, y en el mes de junio de 2023 identificando la especie de pino Pinus

moctezumae, asi mismo recolectandose desde el suelo de forma al azar y aleatoria.

Los estrébilos de pino se limpiaron y se almacenaron en un lugar seco, favoreciendo la

perdida gradual de humedad y evitando el crecimiento de hongos.

Obtencion de extracto metandlico de estrébilos femeninos (Pinus moctezumae)

Los estrébilos recolectados limpios a temperatura ambiente se secaron en estufa (Felisa) a
110°C por una hora. Al término de este tiempo, se separaron cuidadosamente las bracteas
de los estrébilos y se trituraron hasta obtener un polvo fino. Finalmente se tamizaron
(tamizador mediano de metal), eliminado las particulas de mayor tamafio y almacenando el

polvo en un frasco limpio temperatura ambiente.
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La obtencion del extracto metandlico de los estrébilos se realizé por maceracién (figura 19),
colocando 50 gramos del polvo de estrébilo en un volumen final de metanol de 150 ml. Una
vez incorporado el disolvente, se agitd6 manualmente hasta generar una mezcla
homogénea, manteniéndose asi durante 24 horas. Al término de este tiempo se separé el
disolvente mediante filtracién y el extracto se resuspendidé con metanol y mediante
sonicacion (BRANSON 1800) se realizé una segunda extraccion en un bafio de agua a
30°C durante 1 hora.

Se elimind el disolvente del extracto obtenido en un rotavapor con bafio maria a una
temperatura de 81°C y 100 rpm (rotaevaporador BUCHI). Finalmente, al eliminar el metanol
de los extractos realizados se determind el peso final del extracto y se resuspendio en

metanol a una concentracion de 100,000 ppm.

También se llevo a cabo el procedimiento de Soxhlet para pruebas en extracto y

posteriormente llevando los pasos del procedimiento de concentrado. Ver anexo 1.

Figura 19 Imagen del macerado metandlico de estrébilos de Pino moctezumae
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Analisis de los componentes de los extractos mediante cromatografia en capa fina.

Se cortaron pequefias placas de cromatografia en capa fina de silica gel (60-230) marca
Merck base aluminio (TLC Silica gel 60 F254). La fase movil para la separacion de la
muestra por TLC fue con diclorometano (MEYER)y se reveld mediante luz UV de onda corta
utilizando una lampara de luz UV (UVP Upland, CA 91786 U.S.A.)

Obtencion de fracciones del extracto metandlico mediante cromatografia en

columna.

Para el analisis de los compuestos obtenidos en el extracto metandlico por maceracion, se
realizé la separacion de los compuestos presentes en el extracto mediante cromatografia
en columna, para ello, se utilizé una columna de vidrio de 40 cm de largo por 2 cm de
diametro y 35g de gel de silica mesh 60-230 (Merck) empacandose con diclorometano
(MEYER)

La columna separd los compuestos, utilizando los siguientes sistemas con el siguiente
orden: diclorometano 100% , acetato 80 : 20 metanol , y lavando la columna con metanol al
100%. Se afadié el disolvente aumentando de acuerdo la polaridad necesaria hasta
obtener las fracciones en tubos de ensaye previamente numerados y etiquetados. Al
término de la elucién de las fracciones, se anadié metanol para correr los componentes

faltantes y obtenerse en fracciones de igual manera.

Las fracciones se evaluaron por cromatografia TLC, se agruparon y se eliminé el disolvente
con un Rotavapor BUCHI R-205, para finalmente agruparse en matraces Erlenmeyer de

50ml con tapa.

Cabe mencionar que se obtuvieron 10 secciones de fracciones en donde 4 fracciones
fueron de diclorometano, 3 fracciones de acetato-metanol y 3 fracciones de metanol,

aproximadamente cada una de estas fracciones tomo un volumen de 50 ml.
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Figura 20. Columna de separacion con extracto metandlico de estrébilo de Pinus moctezume.

Se recolectaron las fracciones de acuerdo con los resultados de las placas TLC.

Tabla 4 Resultado posterior a la concentracion de las fracciones elegidas

Fraccion agrupada Color Cddigo
1 Verde limoén CUDA1
2-4 Verde/Transparente CUDA2
5-6 Verde/Transparente CUDA3
7-10 Verde/Transparente CUDA4
11-13 Incoloro CUDA5
24-28 Amarillo palido CUDAG6
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Una vez agrupadas las fracciones y rota evaporadas se llevan para las pruebas del

procedimiento de antibiograma.

Prueba de antibiograma
Todos los antibiogramas se realizaron con el método de difusion basado en el trabajo de
Bauer , Kirby [98].

Preparacién del medio

De acuerdo con la estandarizacion de la National Commite for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) El medio que se estuvo trabajando es para la realizacién del antibiograma y se
preparé con el Agar Mueller-Hinton(MCD LAB 450gr), debido a que es el recomendado ya
que crecen bien la mayor parte de las bacterias patégenas. La relacién de empleo para la
preparacion del agar es de 38 g por cada litro de agua destilada, por lo que ocupamos 11.4
gr en 300 ml de agua destilada para que salgan una cantidad de placas considerables,

aproximadamente se obtienen de 14 a 17 placas en total.

Se adquiere un recipiente de acuerdo con la cantidad y tamafo que se desea obtener , en
una parrilla (IKA C-MAG HS 4) se calienta los 300 ml de agua destilada a una temperatura
baja y se anade los 11.4 gr de medio Muller-Hinton(MCD LAB 450gr), con ayuda de un

agitador empezar a revolver todo hasta hacerse una mezcla totalmente homogénea

Posteriormente se lleva el medio y el material a utilizar al proceso de esterilizacion en el
Autoclave( marca Felisa modelo:FE-399 serie:1702095) a 121°C con una presién de 15 psi

durante 20 minutos.

Una vez salido el material de la autoclave se deja enfriar alrededor de 30 min , después se
procede a limpiar, desinfectar la campana antes y después de su uso , en seguida se opta
por plaquear en cajas Petri ya previamente esterilizadas, los medios en las placas no deben
de tener un grosor mayor a 4 mm por lo que se opté por medir con una pipeta de vidrio 10
ml (previamente ya esterilizada) del medio Mueller-Hinton el cual corresponde a 4 mm de
grosor del agar. El plaqueé se realizé6 en campana acompanado de mecheros para evitar
contaminaciones. Una vez realizado el plaqueo se guardan las placas con medio Mueller-
Hinton en una incubadora durante 24 horas. Una vez pasando el determinado tiempo se
apartan de la incubadora y se introducen al refrigerador, aproximadamente salen de 14 a

17 placas con esta preparacion.
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Suspensiones bacterianas en caldo nutritivo

Para la inoculacion de las suspensiones bacterianas se empled caldo nutritivo(MCD LAB
500 gr) del cual se deben pesar 8 gramos y disolver en 1 L de agua destilada para su
preparacion (cada vez que se realizaron antibiogramas se preparan a 220 ml de caldo
nutritivo) Se vertieron aproximadamente 30 ml de caldo nutritivo en 5 matraces de 125 ml
con tapa rosca, el resto del caldo nutritivo se deposité en otro matraz para realizar diluciones
que se explicaran mas adelante. Posteriormente los matraces que contenian caldo nutritivo
se esterilizaron junto al material para realizar el plaqueo y el medio Mueller-Hinton(MCD

LAB 450gr). Las cepas empleadas fueron las siguientes.
- Escherichia coli

- Salmonella typhi

- Staphylococcus aureus

- Streptococcus pyogenes

Las inoculaciones se realizan en campana, rascando las cepas con asa de inoculacion,
depositando las bacterias en los caldos nutritivos con ayuda del asa y removiendo.
Posteriormente se dejan en un agitador orbital durante 24 horas para su uso. La campana

se desinfecta antes y después de su uso.

Antibiogramas

Como antibidtico de referencia se utilizé ciprofloxacino. 1 mg de ciprofloxacino se disolvié
en 10 ml de agua destilada esterilizada para su uso. Para poder tener un mejor control sobre
la concentracion de bacterias que habra en las placas se optd por utilizar el método de
McFarlnd asi que se realizé una serie de tubos que mostraban un gradiente de turbidez las
cuales contenian cloruro de bario (1.175%) y acido sulfurico (1%) en tubos de 10 ml de
acuerdo con la tabla 5. Dicho gradiente nos ayudara a tener una comparativa para tener un
control sobre la cantidad de bacterias que habra en las placas de los antibiogramas. El

numero de bacterias que se determind que estén en las placas fue de 1.5x102 bacterias.
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Tabla 5 Cantidad de BaCl2 y H2SO4 para el control de la concentracién de las bacterias

N° de Tubo BaCl2 (1%) H2S04 Volumen Total | N° de bacterias.
mi (1.175%) ml ml
0.5 0.05 9.95 10 1.5x108
1 0.1 9.9 10 3x108
2 0.2 9.8 10 6x10°8
3 0.3 9.7 10 9x108
4 0.4 9.6 10 12x108
5 0.5 9.5 10 15x108
6 0.6 9.4 10 18x108
7 0.7 9.3 10 21x108
8 0.8 9.2 10 24x10°8
9 0.9 9.1 10 27x108
10 1.0 9.0 10 30x108

A partir de este punto se trabajé en campana para evitar totalmente la contaminacion. Los
discos, tubos de ensaye, pinzas de diseccion, cajas Petri de vidrio de 9 cm vacias, tubos
eppendorf, hisopos y las puntas para micropipeta que se mencionaran a continuacién
fueron previamente esterilizados en autoclave a 121 °C con una presion de 15 psi durante
20 minutos. Las suspensiones bacterianas que previamente se dejaron inoculadas (las
cuales presentaban turbidez debido a las bacterias suspendidas) se compararon con la
turbidez del gradiente realizado. Si las bacterias tenian una turbidez mayor se les realizaron
diluciones hasta alcanzar una turbidez similar al del tubo 0.5. Asi pues, por ejemplo, si una
cepa tenia una turbidez similar al del tubo 5 tendria 15x10 2 bacterias por mililitro de
solucion por lo que se depositara 1 ml de la suspension en un tubo esterilizado y se afadiran
9 ml de caldo nutritivo para poder tener una concentracion 10 veces menor, 1.5x10 8 (la cual
es la cantidad requerida). Este procedimiento se realizé con las 4 suspensiones bacterianas
y todo el material empleado se esterilizé en autoclave a 121°C con una presion de 15 psi
durante 20 minutos. Antes de empezar a realizar los antibiogramas se realizé el estriado de
las placas con ayuda de los hisopos con las suspensiones bacterianas ya diluidas. La
técnica empleada para la inoculacién por placa fue esparcir de un lado hacia otro hasta

llegar a la mitad del area de la circunferencia de la placa, se gir6é 90° y se volvié a esparcir
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de un lado hacia otro hasta llegar a la mitad del area, se repitio el procedimiento dos veces

mas. Una vez hecho el estriado se rotulo cada caja para evitar confusion.

Para la técnica de difusion se realizaron discos los cuales fueron elaborados con papel filtro
con un tamafo de 6 mm de diametro previamente esterilizados. Se depositaron en
cantidades de 1 ml, el antibiético, los blancos y los extractos en diferentes tubos eppendorf.
Cada antibiograma contenia 5 discos, los cuales se repartieron de la siguiente manera: uno
para el antibiético; uno para el blanco; tres para los extractos. Con ayuda de unas pinzas
de diseccidn los discos se sumergian dentro de los tubos eppendorf y (si es necesario) se
dejaban escurrir en cajas Petri vacias estériles. Una vez impregnados y sumergidos

correctamente se colocaban dentro de las cajas Petri y se identificaban.
Posteriormente se dejan de 18 a 24 hrs en una incubadora a 35 °C.

Curva de crecimiento

Estandarizacion de concentracion bacteriana

Para estandarizar la cantidad de células en cada pozo de una placa multipozos, es
necesario utilizar los estandares de McFarland, los cuales establecen una cantidad de

células para una absorbancia especifica en un cultivo de bacterias en medio liquido.

El propdsito es establecer una metodologia mas especifica que nos permita hacer un
andlisis mas detallado de la forma en que se comportan las bacterias de estudio en
presencia de extractos y solventes, en diferentes concentraciones, asi como obtener
resultados que nos permitan concluir respecto a la eficiencia del efecto téxico del extracto

a base de metanol.

Estdndares de McFarland ‘3'1:“

McFarland Standard No. 0.5 1 2 3 4
1.0% rod (mi) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4
1.0% A iifirico (mil) 9.95 99 98 97 96
Densidad celular aproximada (1X108 CFU/mL) 1.5 3.0 6.0 9.0 12.0
% Transmitancia® 74.3 556 356 264 (215
Absorbancia® 0.08t0 0.1 0.257 0.451 0.582 0.669

Figura 21 Estandares del método de McFarland
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Se utilizo agua tridestilada para realizar estos procedimientos asi mismo estandarizando
cada celda para el espectrofotdmetro y posteriormente estandarizando también la

concentracion bacteriana

Luego una vez obtenido lo deseado y aislando el pellet, se afadio la cantidad de caldo

nutritivo necesaria para el llenado de la placa multipozos. Ver anexo 2.

Preparacién de una solucidn isotonica a base de cloruro de sodio
Para preparar una solucion isoténica de cloruro de sodio (NaCl) con agua destilada, debes

seguir los siguientes pasos:

Materiales necesarios

1. Cloruro de sodio (NaCl) de alta pureza

2. Agua destilada.

3. Balanza analitica

4. Matraz o recipiente adecuado para la cantidad de solucién que deseas preparar
5. Espatula o cuchara de laboratorio

6. Agitador magnético (opcional)

7. Pipetas (opcional).

Posteriormente se inicia a realizar el procedimiento de la preparaciéon de una solucion
isotdnica a base de cloruro de sodio, para asi poder sacar nuestras correctas curvas de

crecimiento y realizarlas buen estado. Ver anexo 3.
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Figura 22 llustracion del orden de la microplaca

El dato del extracto metandlico se llevé a prueba de 10,000 ppm a 0.0001 para poder

verificar el comportamiento de la bacteria segun cada concentracion.

Cabe destacar que se utilizé al principio del procedimiento la solucién isotdnica ya que

variaba demasiado la absorcién con el caldo nutritivo es por eso por lo que se procedio a

estandarizar el pellet de bacterias con este método.
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RESULTADOS

TLC CON LUZ UV EN ONDA LARGA ‘

Figura 23 Imagenes representativas de TLC sobre la comparacion de extracto por soxhlet vs. maceracion de
estrobilos de Pinus

S= Muestra del extracto por Soxhlet M= Muestra del extracto por Macerado

La comparacion del procedimiento del extracto de Pinus moctezumae dio como resultado
el mismo numero de compuestos, distancia y bandas, por lo que se procedié a utilizar
extraccion por maceracion debido al ahorro de disolvente y mayor rendimiento.

Resultados de la metodologia para matraz procedimiento en macerado por ultrasonido:

Se pesaron 50 gramos de estrobilo molido y al final del método descrito anteriormente se
obtuvieron 2.27765 gramos de producto de extracto natural de estrobilo, o que da un
rendimiento total del 4.5% de rendimiento de extraccion por este método.

Resultados de extraccion por maceracion en ultrasonido:

Se pesaron 50 gramos de estrébilo molido y al final del método descrito anteriormente se
obtuvieron 4.75015 gramos de producto de extracto natural de estrébilo, lo que da un
rendimiento total del 9.5% de rendimiento de extraccion por este método.

Resultados de extraccion de macerado por ultrasonido (gran escala):

Se pesaron 181.0600 gramos de estrobilo molido y al final del método descrito
anteriormente se obtuvieron 17.281 gramos de producto de extracto natural de estrébilo, lo
que da un rendimiento total del 9.5% de rendimiento de extraccién por este método.

Se pesaron 50 gramos de estrébilo molido y al final del método descrito anteriormente se
obtuvieron 4.75015 gramos de producto de extracto natural de estrébilo, lo que da un
rendimiento total del 9.5% de rendimiento de extraccion por este método.
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Rendimiento:

Resultados de fracciones de columna cromatografica de extracto por macerado
Se obtuvieron tantas fracciones de.... Por ello, se realizé un analisis por TLC de las

fracciones:

El extracto obtenido de los estrobilos moctezumae estudiados se analizaron por

cromatografia en capa fina, obteniendo los siguientes cromatogramas :

Onda corta (a)

Calculo del factor de retardo = Rf = (No. fraccion / distancia del disolvente)

Figura 24 Imagen representativa de TLC de la fraccion 1 — 6

Tabla 6 Resultados de TLC fraccién 1-6

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccion (cm)
1a 3.6 2.5 0.694
1b 3.6 2.8 0.777
2a 3.6 2.5 0.694
2b 3.6 2.8 0.777
3a 3.6 2.5 0.694
3b 3.6 2.8 0.777
4a 3.6 2.5 0.694
4b 3.6 2.8 0.777
5a 3.6 2.5 0.694
5b 3.6 2.8 0.777
6a 3.6 2.5 0.694
6b 3.6 2.8 0.777
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Calculo del factor de retardo ( Rf = (No. fraccion / distancia del disolvente)

Se midi6 el factor de retardo de acuerdo al numero de compuestos en placa TLC que se
encontré en cada banda.

e Fraccion 1

2.

15

Rfla =22 = 0.694 Rf1b =22 =0.777
e Fraccion 2
Rf2a =22 = 0.694 Rf2b =22 =0.777
e Fraccion 3
Rf3a =22 =0.694 Rf3b =22 =0.777
3.6 3.6
e Fraccion 4
Rfda =22 = 0.694 Rfab =22 =0.777
3.6 3.6
e Fraccion 5
Rf5a =22 = 0.694 Rf5h =22 =0.777
3.6 3.6
e Fraccion 6
Rf6a =22 = 0.694 Rf6b =22 = 0.777
3.6 3.6

*Observando los cromatogramas (figura 24) en la TLC de onda larga podemos ver mejor
los resultados ya que de la fraccion 1 a la 6 los compuestos se separaron muy bien, existen
varios compuestos en cada banda de fraccion y se interpreta que es el mismo compuesto
debido a lo linealmente distanciado que se cada compuesto de otro.
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LUZ UV

Onda corta Onda larga

Figura 25 Imagen representativa de TLC de la fraccion 7 — 13

Tabla 7 Resultados de TLC fraccién 7-13

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccién (cm)

7a 3.9 0.3 0.077
7b 3.9 1 0.256
7c 3.9 1.4 0.356
7d 3.9 1.6 0.41

7e 3.9 24 0.615
7f 3.9 2.9 0.743
8a 3.9 0.3 0.077
8b 3.9 1 0.256
8¢ 3.9 1.4 0.356
8d 3.9 1.6 0.410
8e 3.9 24 0.615
8f 3.9 2.9 0.743
9a 3.9 0.3 0.077
9b 3.9 1 0.256
9¢c 3.9 1.4 0.356
9d 3.9 1.6 0.410
9e 3.9 2.4 0.615
of 3.9 2.9 0.743
10a 3.9 0.3 0.077
10b 3.9 0.8 0.205
10c 3.9 1 0.256
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10d 3.9 1.4 0.356
10e 3.9 1.6 0.410
10f 3.9 24 0.615
10g 3.9 2.6 0.743
11a 3.9 0.5 0.128
12a 3.9 0.5 0.128
13a 3.9 0.5 0.128

Calculo del factor de retardo

e Fraccidon 7

Rf7a=22=0.077 Rf7b=-—=0256 Rf7c=-2=0.356
3.9 3.9 3.9
1.6 2.4 2.9

Rf7d = 72 = 041 Rf7e =22 =0615 Rf7f == =0.743

e Fracciéon 8

Rf8a =22 =0.076 Rf8b = - = 0.256
3.9 3.9
Rf8c = =2 = 0.076 Rf8d = =2 = 0.076
3.9 3.9
24 _ 29 _
Rf8e =5 =0.076 Rf8f =22=0.076

*Y asi sucesivamente se realiz6 en todas las placas TLC de esta seccion el
resultado del factor de retardo de cada una de las bandas .

*Observando los cromatogramas (figura 25) en la TLC de onda larga se puede ver mejor
los resultados ya que de la fraccion 7 a la 10 cada fraccién se separé muy bien, existen
varios compuestos en esta banda de fraccién y se interpreta que sigue siendo el mismo
compuesto debido a lo lineal que se encuentra distanciado cada compuesto de otro. Por
otro lado, la fraccién 11 a la 13 no hay mas compuesto.
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Onda larga

Figura 26 Imagen representativa de TLC de la fraccion 14 — 19 (se juntan todas)

Tabla 8 Resultados de TLC fraccién 14-19

No. Fraccion Distancia de | Distancia de la | Rf
disolvente (cm) fraccion (cm)

14a 3.4 0.7 0.205
15a 3.4 0.7 0.205
16a 3.4 0.7 0.205
17a 3.4 0.7 0.205
18a 3.4 0.7 0.205
19a 3.4 0.7 0.205

*Observando los cromatogramas (figura 26) en la TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccidon 14 ala 19 no hay mas compuesto. Hay una parte donde el disolvente ya no arrastra
mas esa polaridad.
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Onda corta Onda larga

Figura 27 Imagen representativa de TLC de la fraccion 20 — 25

Tabla 9 Resultados de TLC fraccién 20-25

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccién (cm)
20a 3.5 0 -
21a 3.5 0 -
22a 3.5 0 -
23a 3.5 0 -
24a 3.5 0 -
25a 3.5 0 -

*Observando los cromatogramas (figura 27) en la TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccion 20 a la 25 no hay mas compuesto. Hay una parte donde el disolvente ya no arrastra
mas esa polaridad.
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LUZ UV

Onda corta

Onda larga

Figura 28 Imagen representativa de TLC de la fraccion 26 — 32 (aislar la 30)

Tabla 10. Resultados de TLC fraccién 26-32

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccion (cm)
26a 3.4 - -
27a 3.4 - -
28a 3.4 - -
29a 3.4 - -
30a 3.4 3.1 0.911
3la 3.4 - -

*Observando los cromatogramas (figura 28) en la TLC podemos darnos cuenta
de que la fraccién 26 a la 32 no hay mas compuesto. Hay una parte donde el
disolvente ya no arrastra mas esa polaridad.
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Onda corta

Onda larga

Figura 29 Imagen representativa de TLC de la fraccién 33 — 38

Tabla 11 Resultados de TLC fracciéon 33-38

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccion (cm)
33a 3.4 - -
34a 3.4 - -
35a 3.4 - -
36a 3.4 - -
37a 3.4 0.4 0.117
37b 3.4 0.6 0.176
38a 3.4 0.4 0.117
39b 3.4 0.6 0.176

Observando los cromatogramas (figura 29)en la TLC de onda larga se puede ver mejor los
resultados ya que en la fraccién 37 y 38 cada banda se separd ligeramente , se interpreta
que existen 2 compuestos en estas dos bandas de fraccién , por lo que se procede a juntar

estas dos fracciones .
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Figura 30 Imagen representativa de TLC de la fraccion 39 — 43 (Se juntaron todas por el color amarillo

Onda corta

Tabla 12 Resultados de TLC fraccién 39-43

caracteristico)

Onda larga

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccién (cm)
39a 3.3 0.3 0.090
39b 3.3 0.4 0.121
40a 3.3 0.4 0.121
41a 3.3 0 -
42a 3.3 0 -
43a 3.3 0 -

Observando los cromatogramas (figura 30) en la TLC de onda larga se puede ver mejor los
resultados ya que la fraccion 39, se interpreta que existen 2 compuestos separados
ligeramente en esta banda de fraccién ,también se puede ver ligeramente que en la fraccién
40 solo hay un compuesto, cabe mencionar que por el color amarillo caracteristico de todas

se procedio a juntarlas.
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Onda corta _________Ondalarga

Figura 31 Imagen representativa de TLC de la fraccion 44 — 48

Tabla 13 Resultados de TLC fraccién 44-48

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fracciéon (cm)
44a - 0 -
45a - 0 -
46a - 0 -
47a - 0 -
48a - 0 R

Observando los cromatogramas (figura 31) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccidon 44 a la 48 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no
arrastra mas esa polaridad.
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LUZ UV

Onda corta

Figura 32 Imagen representativa de TLC de la fraccion 49 — 54

Tabla 14 Resultados de TLC fraccion 49-54

n larga

No. Fraccioén Distancia de
disolvente (cm)

Distancia de la
fraccién (cm)

Rf

49a -

50a -

51a -

52a -

53a -

54a -

OO0 |0|0|0|O

*Observando los cromatogramas (figura 32) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccion 49 a la 54 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no

arrastra mas esa polaridad.

66




Onda corta

Onda larga

Figura 33 Imagen representativa de TLC de la fraccion 55-61 (no hay compuestos)

Tabla 15 Resultados de TLC fraccion 55-61

No. Fraccioén

Distancia de
disolvente (cm)

Distancia de la
fraccién (cm)

Rf

55a

56a

57a

58a

59a

60a

61a

OO |0O|0|0|O|O

*Observando los cromatogramas (figura 33) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccidn 55 a la 61 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no
arrastra mas esa polaridad.
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Onda corta Onda larga

Figura 34 Imagen representativa de TLC de la fraccién 62 — 68 (no hay compuestos)

Tabla 16 Resultados de TLC fraccién 62-68

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccion (cm)
62a -
63a -
64a -
65a -
66a -
67a -
68a -

[ellellello]e}e] (o]
1

*Observando los cromatogramas (figura 34) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccidén 62 a la 68 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no
arrastra mas esa polaridad.
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Onda corta

Onda larga

Figura 35 Imagen representativa de TLC de la fraccion 69 — 75 (ninguna)

Tabla 17 Resultados de TLC fraccién 69-75

No. Fraccioén

Distancia de
disolvente (cm)

Distancia de la
fraccién (cm)

Rf

69a

70a

71a

72a

73a

74a

75a

oO|Oo|0|0|O|O|O

*Observando los cromatogramas (figura 35) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccidn 69 a la 75 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no

arrastra mas esa polaridad.
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Onda corta

Onda Lar

Figura 36 Imagen representativa de TLC de la fraccion 76 — 82 (no hay compuestos)

Tabla 18 Resultados de TLC fraccién 76-82

No. Fracciéon

Distancia de
disolvente (cm)

Distancia de la
fraccién (cm)

Rf

76a

77a

78a

79a

80a

81a

82a

oO|O|0|0|0O|O|O

*Observando los cromatogramas (figura 36) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccion 76 a la 82 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no
arrastra mas esa polaridad.
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LUZ UV

Onda corta Onda larga

Figura 37 Imagen representativa de TLC de la fraccion 83 — 89 (ninguna)

Tabla 19 Resultados de TLC fraccién 83 - 89

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccion (cm)
83a -
84a -
85a -
86a -
87a -
88a -
89a -

oO|O|0|0|O|O|O
1

Observando los cromatogramas (figura 37) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccidén 83 a la 89 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no
arrastra mas esa polaridad.
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LUZ UV

Onda corta Onda larga

Figura 38 Imagen representativa de TLC de la fraccion 97 — 101 (no hay compuesto)

Tabla 20 Resultados de TLC fraccién 97-101

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fraccién (cm)
97a - 0 -
98a - 0 -
99a - 0 -
100a - 0 -
101a - 0 -

*Observando los cromatogramas (figura 38) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccion 97 a la 101 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no
arrastra mas esa polaridad.
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Onda corta

Tabla 21 Resultados de TLC fraccién 102-105

Figura 39 Imagen representativa de TLC de la fraccion 102 — 105

Onda larga

No. Fraccion Distancia de Distancia de la Rf
disolvente (cm) fracciéon (cm)
102a - 0 -
103a - 0 -
104a - 0 -
105a - 0 -

*Observando los cromatogramas (figura 39) en las TLC podemos darnos cuenta de que la
fraccidn 102 a la 105 no hay mas compuestos. Hay una parte donde el disolvente ya no
arrastra mas esa polaridad.

En total se recolectaron 10 secciones de fracciones de extracto de Pinus moctezumae de

la columna separacion de cromatografia.
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Resultado posterior a la concentracion de las fracciones elegidas

Tabla 22 Resultados de las agrupaciones de cada fraccién del extracto de estrobilos de Pinus moctezumae

Fraccion agrupada Color Cédigo

1-6 Verde Madrigal1 (M1)
7-10 Amarillo Madrigal2 (M2)
11-13 Incoloro Madrigal3 (M3)
14-19 Incoloro Madrigal4 (M4)
30 Incoloro Madrigal5 (M5)
37-38 Amarillo palido Madrigal6 (M6)
39-43 Amarillo brillante Madrigal7 (M7)
48-49 Amarillo palido Madrigal8 (M8)
70-79 Anaranjado Madrigal9 (M9)
102-105 Incoloro Madrigal10 (M10)

Nota: el nombre del cédigo Madrigal9 fue nombre otorgado solo para poder identificar el
color y fraccion agrupada en su totalidad.

Resultados de los antibiogramas

Para la interpretacion de los diametros del halo de inhibicién con las CMls, y estableciendo
las correspondientes rectas de regresion, se han fijado unos criterios para clasificar las
cepas estudiadas. De esta forma se han fijado tres categorias : (S) sensible , (R) resistentes
y (N) susceptibles, por lo que la regla general indica que un diametro de inhibicion de 30 a
35 mm es indicativo de una cepa altamente sensible, mientras que diametros de zona de
inhibicién inferiores a 15 mm son los que presentan cepas resistentes.

Términos:

Sensible: Indica que la infeccién ocasionada por la cepa para que se ha determinado la
concentracion minima inhibitoria (CMI) o su correspondiente halo de inhibicidon puede
tratarse de forma adecuada empleando las dosis habituales de antimicrobiano, en funcién
del tipo de infeccion y de la especie considerada.

Resistente: Se refiere a aquellos microorganismos que no se inhiben por las
concentraciones habitualmente alcanzadas en sangre/tejidos del correspondiente
antimicrobiano, o a aquellos microorganismos en los que existen mecanismos de
resistencias especificos para el agente estudiado en los que no ha habido una adecuada
respuesta clinica cuando se ha usado como tratamiento el correspondiente antimicrobiano.

Susceptible: Se refiere cuando no hay nada de inhibicién en la cepa y no es para nada
sensible.
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REGLA GENERAL DE LA CLASIFICACION DE LOS
DIAMETROS DEL HALO DE INHIBICION DE LOS
ANTIBIOGRAMAS:

v" 35 —-15 mm = Sensible
v' Inferiores a 15 mm = Resistente
v" 0 cm = Susceptible

Ejemplo:

0 cm = Susceptible /’,e
/ o ""’- '

Vi

L

2 cm = Sensible ks E ! — . J
‘ : T— > 1.5 cm = Resistente

Figura 40 Interpretacién de la regla general de los diametros del halo de inhibicién en los antibiogramas
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Resultados de extraccion total metandlico por maceracion

Se realizaron pruebas de cada cepa: Salmonella typhi, Escherichia coli, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, En donde tenemos nuestro control utilizando el
antibiotico levofloxacino a 100 ppm + nuestro blanco (metanol) + nuestras tres muestras de
extracto total metandlico de estrobilos femeninos de Pinus moctezumae.

Figura 41 Imagen representativa del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico total sobre la
bacteria S. aureus

A = Antibiotico ciprofloxacino [1 mg/ 10 ml]
B= Blanco ( Metanol )
E= E1, E2, E3, E4 = Extracto metandlico total

Podemos observar que la cepa S. aureus tiene como resultado que es resistente al extracto
metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus moctezumae.
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Figura 42 Imagen representativa del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico total sobre la
bacteria E. coli

A = Antibiotico ciprofloxacino [1 mg/ 10 ml]
B= Blanco ( Metanol )

E= E1, E2, E3 = Extracto metanolico total

Podemos observar que la cepa E. coli tiene como resultado que es sensible al extracto
metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus Moctezumae.
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Figura 43 Imagen representativa del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico total sobre la
bacteria S. pyogenes.

A = Antibiotico ciprofloxacino [1 mg/ 10 ml]
B= Blanco ( Metanol )
E= E1, E2, E3 = Extracto metanolico total

En estas cepas podemos observar que la cepa S. pyogenes tiene como resultado que es
susceptible al extracto metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus moctezumae

78



Figura 44 Imagen representativa del ensayo de difusion en placa del extracto metandlico fotal sobre la bacteria
S. typhi.

A = Antibiotico ciprofloxacino [ 1 mg/ 10 ml]
B= Blanco ( Metanol )
E= E1, E2, E3, E4 = Extracto metandlico total

En esta cepa podemos observar que en la figura 44 la cepa S. typhi tiene como resultado
que es susceptible al extracto metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus
moctezumae.

Debido a los buenos resultados de las mediciones del halo de inhibicién se procedi6 a
seguir realizando mas pruebas de antibiogramas ,por lo que se opto por verificar el efecto
antimicrobiano por cada compuesto y verificar si cada uno tenia la misma sensibilidad
bactericida ya que este extracto total de estrobilos salié con los resultados esperados en
cada cepa que estamos trabajando.

Resultados de los Antibiogramas de las fracciones 1 a la 10 recolectadas
Se realizo antibiogramas por cada cepa : Salmonella typhi, Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes, staphylococcus aureus. En donde tenemos nuestro control

utilizando el antibiotico levofloxacino a 100 ppm + nuestro blanco + una muestra de cada
fraccion 1- 10 del extracto total de estrébilos femeninos de Pinus moctezumae.
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Cepas de S. typhi

Figura 45 Imagen representativa del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico recolectadas en
fraccién de 1 a la 10 sobre la bacteria S. pyogenes

Nota: se decidio poner mas de un blanco debido al sistema principal con la cual se corrio
la columna y tener un mejor panorama del comportamiento de los resultados de cada
seccion de fraccion.

A = Antibiotico ciprofloxacino [1 mg/ 10 ml] B= Blanco ( disolvente dicloro )
B2=Blanco 2 (disolvente Acetato 80 : 20 Metanol)
F=F1, F2,F3,F3,F,4,F5,F6,F7,F8,F9,F10 = Fraccién
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En estas cepas podemos observar que en la figura 45 , la cepa S. Typhi es una bacteria
gram negativa y tiene como resultado que es sentible a las fracciones recolectadas de la
columna de separacion 1-10 del extracto metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus
moctezumae. Cabe resaltar que se llevaron 2 blancos debido a los sistemas principales
que se corrieron en la columna ya establecida principal.

Cepas de E. coli

Figura 46 Imagen representativa del ensayo de difusion en placa del extracto metandlico recolectadas en fraccién de
1 a la 10 sobre la bacteria E. coli
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A = Antibiotico ciprofloxacino [ 1 mg/ 10 ml]

B= Blanco ( Dicloro )

B2=Blanco 2 ( Ac 80/20 Met)

F=F1, F2,F3,F3,F,4,F5,F6,F7,F8,F9,F10 = Fraccion

En estas cepas podemos observar que en la figura 46 , la cepa E. coli tiene como resultado
que es sentible a las fracciones recolectadas de la columna de separacién 1-10 del extracto
metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus moctezumae.

Cepas de S. aureus

Figura 47 Imagen representativa del ensayo de difusion en placa del extracto metandlico recolectadas en
fraccion de 1 a la 10 sobre la bacteria S. aureus.
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A = Antibiotico ciprofloxacino [1 mg/ 10 ml]

B= Blanco ( Dicloro )

B2=Blanco 2 ( Ac 80/ 20 Met)

F=F1, F2,F3,F4,F5,F6,F7,F8,F9,F10 = Fracccion

En estas cepas podemos observar que en la figura 47 , la cepa S. aureus tiene como
resultado que es resistente a las fracciones recolectadas de la columna de separacion de
la 1-10 del extracto metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus moctezumae.

Cepas de S. pyogenes

Figura 48 Imagen representativa del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico
recolectadas en fraccion de 1 a la 10 sobre la bacteria S. pyogenes
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A = Antibiotico ciprofloxacino [ 1 mg/ 10 ml]

B= Blanco ( Dicloro )

B2=Blanco 2 ( Ac/Met)

F=F1, F2,F3,F3,F.4,F5,F6,F7,F8,F9,F10 = Fraccion

En estas cepas podemos observar que en la figura 48, la cepa S. pyogenes tiene como
resultado que es susceptible a las fracciones recolectadas de la columna de separacién de
la 1-10 del extracto metandlico total de estrébilos femeninos de Pinus moctezumae.

Staphylococcu
s aureus

Streptococcus
pyogenes

Salmonella

typhi

Escherichia
coli

5ta fraccion

frafraccion | 2dafraccion | 3erafraccion | Ata fraccion

~ ()
Figura 49 Diagrama de antibiogramas por cada fraccion
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Staphylococcus
aureus

Streptococcus
pyogenes

Salmonella typhi

Escherichia coli

6ta fraccion 7ma fraccion 8vafraccion 9na fraccion

Figura 50 Diagrama de antibiogramas por cada fraccion
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Se procedié a la separacion de cada compuesto del extracto metanélico para verificar
que tuvieran el mismo efecto bactericida por cada fraccion.

Extracto metandlico fraccién 1, S. typhi Extracto metandlico fraccién 1,S.
aureus

Extracto metandlico fraccion 1, S. Extracto metandlico fraccion 1, E. coli
pyogenes

Figura 51 Imagenes representativas del ensayo de difusién en placa del extracto metanolico total recolectadas
en la fraccién de 1

*En la figura 51 podemos ver que solo la cepa de S. typhi tiene resistencia a la primera
fraccion y las demas fueron susceptibles.
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Extracto metandlico fraccién 2, S. typhi Extracto metandlico fraccién 2 ,S.
aureus

Extracto metanodlico fraccion 2, S. Extracto metanoélico fraccion 2 , E. coli
pyogenes

Figura 52 Imagenes representativas del ensayo de difusion en placa del extracto metanolico total
recolectadas en la fraccion de 2

*En la figura 52 podemos observar que solo la cepa de E. coli tiene resistencia a la segunda
fraccién y las demas fueron susceptibles.
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Extracto metandlico fraccion 3, S. typhi | Extracto metandlico fraccion 3,S. aureus

Extracto metandlico fraccion 3, S. Extracto metandlico fraccion 3, E. coli
pyogenes

Figura 53 Imagenes representativas del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico total recolectadas en
la fraccion de 3

*En la figura 53 podemos obeservar que todas las cepas fueron susceptibles a la tercera
fraccion del extracto.
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Extracto metandlico fraccién 4, S. typhi Extracto metandlico fraccion 4, S.
aureus

Extracto metanoélico fraccion 4, S. Extracto metandlico fraccion 4, E. coli
pyogenes

Figura 54 Imagenes representativas del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico total
recolectadas en la fraccion de 4

*En la figura 54 podemos obeservar que las cepas de S. pyogenes, E. coliy S. aureus son
resistentes a la cuarta fraccién de extracto.
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Extracto metandlico fraccién 5, S. typhi Extracto metandlico fraccién 5, S.
aureus

Extracto metandlico fraccion 5, S. Extracto metandlico fraccion 5, E. coli
pyogenes

Figura 55 Imagenes representativas del ensayo de difusion en placa del extracto metandlico total
recolectadas en la fraccién de 5

En la figura 55 podemos obeservar que todas la cepas fueron totalmente susceptibles a la
quinta fraccién de extracto.
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Extracto metandlico fraccién 6, S. typhi Extracto metandlico fraccién 6,S. aureus

Figura 56 Imagenes representativas del ensayo de difusion en placa del extracto metanolico total recolectadas en la
fraccion de 6

*En la figura 56 podemos obeservar que todas la cepas fueron susceptibles a la sexta
fraccion de extracto.
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Extracto metandlico fraccién 7, S. typhi Extracto metandlico fraccién 7, S.

aureus

Extracto metandlico fraccion 7, S.
pyogenes

Extracto metandlico fraccion 7, E. coli

Figura 57 Imagenes representativas del ensayo de difusion en placa del extracto metanolico total recolectadas
en la fraccién de 7

En la figura 57 podemos obeservar que todas la cepas fueron susceptibles a la septima

fraccion de extracto.
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Extracto metandlico fraccién 8, S. typhi Extracto metandélico fraccién 8,S.
aureus

Extracto metandlico fraccion 8, S. Extracto metandlico fraccion 8, E. coli
pyogenes

Figura 58 Imagenes representativas del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico total recolectadas
en la fraccién de 8

En la figura 58 podemos obeservar que la cepa de S. aureus es sensible a la octava fraccién
mientras que las demas cepas fueron al extracto.
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Extracto metandlico fracciéon 9, S. typhi Extracto metanélico fracciéon9 ,S.
aureus

Extracto metandlico fraccion 9, S. Extracto metandlico fraccion 9, E. coli
pyogenes

Figura 59 Iméagenes representativas del ensayo de difusién en placa del extracto metandlico total
recolectadas en la fraccion de 9

*En la figura 59 podemos observar que la cepa E. coli es altamente sensible a la novena
fraccion del extracto por lo que las demas cepas fueron susceptibles a esta misma.
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Extracto metandlico fraccion 10, S. typhi Extracto metandlico fraccion 10, S.
aureus

Extracto metandlico fraccion 10, S. Extracto metandlico fraccion 10, E.
pyogenes coli

Figura 60 Imagenes representativas del ensayo de difusion en placa del extracto metanolico total
recolectadas en la fraccién de 10

*En la figura 60 podemos observar que la cepa E. coli es sensible a la décima fraccién del
extracto por lo que las demas cepas fueron susceptibles.
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Se tomaron las fracciones con mayor efecto inhibitorio de cada fraccion.

Tabla 23 Medicion del halo de inhibicién de S.typhi (fraccion 1)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (Dicloro) 3cm
Extracto 1 1.2cm
Extracto 2 1.3 cm
Extracto 3 1.7 cm

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice que el halo de inhibicién es resistente a

la 1ra fraccion.

Tabla 24 Medicién del halo de inhibicién de E. coli (fraccién 1)

Blanco (antibiotico) 3cm

Blanco (Dicloro) 0.9cm

Extracto 1 0 cm nota: no es susceptible

Extracto 2 0 cm nota: no es susceptible

Extracto 3 09 om nota: no es
susceptible

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice que el halo de inhibicidon que es susceptible

a la 1ra fraccion.

Tabla 25 Medicion del halo de inhibicion de S. pyogenes (fraccion 1)

Blanco (antibidtico) 3cm

Blanco (Dicloro) 1.5 cm

Extracto 1 0.7 cm nota: no es susceptible
Extracto 2 0.7cm nota: no es susceptible
Extracto 3 0.7 cm nota: no es susceptible

Se puede observar que la cepa S. pyogenes nos dice que el halo de inhibicion que es

susceptible a la 1ra fraccion.
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Tabla 26 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccion 1)

Blanco (antibidtico) 2.8cm
Blanco (Dicloro) 1cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 2cm
Extracto 3 1.2cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice que el halo de inhibicién es susceptible

a la 1ra fraccion.

Tabla 27 Medicion del halo de inhibicion de S. typhi (fraccion 2)

Blanco (antibiotico)

3cm

Blanco (Dicloro)

1.3 cm

Extracto 1 0 nota: no susceptible
Extracto 2 0 no susceptible
Extracto 3 0 no susceptible

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice que el halo de inhibicién es susceptible a

la 2da fraccion.

Tabla 28 Medicién del halo de inhibicién de E. coli (fraccién 2)

Blanco (antibiotico)

3cm

Blanco (Dicloro)

0.8 no susceptible

Extracto 1 1.7 cm
Extracto 2 0 nota: no susceptible
Extracto 3 0 nota: no susceptible

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es resistente a la

2da fraccion.
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Tabla 29 Medicién del halo de inhibicién de S. pyogenes (fraccion 2)

Blanco (antibidtico) 3cm

Blanco (Dicloro) 1.4 cm

Extracto 1 0 nota: no susceptible
Extracto 2 0 nota: no susceptible
Extracto 3 0 nota: no susceptible

Se puede observar que la cepa S. pyogenes nos dice el halo de inhibicion que es

susceptible a la 2da fraccion.

Tabla 30 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccion 2)

Blanco (antibiotico) 3cm

Blanco (Dicloro) 1.2cm
Extracto 1 0.6 cm
Extracto 2 0.6 cm
Extracto 3 0.6 cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicién que es susceptible

a la 2da fraccion.

Tabla 31 Medicién del halo de inhibicién de S. typhi (fraccion 3)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (Dicloro) 1cm
Extracto 1 0.5cm
Extracto 2 0.5cm
Extracto 3 0.4 cm

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibiciéon que es susceptible a

la 3ra fraccion.
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Tabla 32 Medicién del halo de inhibicién de E. coli (fraccion 3)

Blanco (antibiotico) 3cm

Blanco (Dicloro) 2.1cm
Extracto 1 0.5 cm
Extracto 2 0.4 cm
Extracto 3 0.5 cm

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es susceptible a la

3ra fraccion.

Tabla 33 Medicién del halo de inhibicién de S. pyogenes (fraccién 3)

Blanco (antibidtico) 3.5¢cm
Blanco (Dicloro) 0.5cm
Extracto 1 0.5cm
Extracto 2 0.5cm
Extracto 3 0.5cm

Se puede observar que la cepa S. pyogenes nos dice el halo de inhibicion que es

susceptible a la 2da fraccion.

Tabla 34 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccién 3)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (Dicloro) 1cm
Extracto 1 0.7 cm
Extracto 2 0.6 cm
Extracto 3 0.8 cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicidn que es susceptible

a la 3ra fraccion.
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Tabla 35 Medicion del halo de inhibicién de S. typhi (fraccion 4)

Blanco (antibidtico) 3cm

Blanco (dicloro) 1.9cm

Extracto 1 0.9cm

Extracto 2 0.8 cm nota: no susceptible
Extracto 3 0.8 cm nota: no susceptible

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibiciéon que es susceptible a

la 4ta fraccion.

Tabla 36 Medicion del halo de inhibicién de E. coli (fraccion 4)

Blanco (antibidtico) 3cm

Blanco (dicloro) 1.6 cm
Extracto 1 1.2cm
Extracto 2 1.2 cm
Extracto 3 1.2cm

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es resistente a la

4ta fraccion.

Tabla 37 Medicion del halo de inhibicion de S.pyogenes (fraccion 4)

Blanco (antibiotico) 3cm

Blanco (dicloro) 1.2 cm
Extracto 1 1.2cm
Extracto 2 1.4 cm
Extracto 3 1.1 cm

Se puede observar que la cepa S. pyogenes nos dice el halo de inhibicidon que es resistente
a la 4ta fraccion.
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Tabla 38 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccion 4)

Blanco (antibidtico) 3cm
Blanco (dicloro) 1.5cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 1cm
Extracto 3 1cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicién que es resistente a

la 4ta fraccion.

Tabla 39 Mediciéon del halo de inhibicién de S. typhi (fraccién 5)

Blanco (antibidtico)

0 cm nota: no es susceptible

Blanco (dicloro)

0 cm nota: no es susceptible

Extracto 1 0 cm nota: no es susceptible
Extracto 2 0 cm nota: no es susceptible
Extracto 3 0 cm nota: no es susceptible

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibicion que es susceptible a

la 5ta fraccion.

Tabla 40 Medicion del halo de inhibicién de E. coli (fraccion 5)

Blanco (antibiotico)

0 cm nota: no es susceptible

Blanco (dicloro)

0 cm nota: no es susceptible

Extracto 1 0 cm nota: no es susceptible
Extracto 2 0 cm nota: no es susceptible
Extracto 3 0 cm nota: no es susceptible

Se puede observar que la cepa E.coli nos dice el halo de inhibicidn que es susceptible a la

5ta fraccion.
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Tabla 41 Medicién del halo de inhibicién de S. pyogenes (fraccion 5)

Blanco (antibidtico) 0 cm no es susceptible
Blanco (dicloro) 0 cm no es susceptible
Extracto 1 0 cm no es susceptible
Extracto 2 0 cm no es susceptible
Extracto 3 0 cm no es susceptible

Se puede observar que la cepa S. pyoegenes nos dice el halo de inhibicion que es

susceptible a la 5ta fraccion.

Tabla 42 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccién 5)

Blanco (antibidtico) 0 cm no es susceptible
Blanco (dicloro) 0 cm no es susceptible
Extracto 1 0 cm no es susceptible
Extracto 2 0 cm no es susceptible
Extracto 3 0 cm no es susceptible

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicidn que es susceptible

a la 5ta fraccion.

Tabla 43 Medicién del halo de inhibicién de S. typhi (fraccién 6)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (dicloro) 1cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 1cm
Extracto 3 1cm

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibicion que es susceptible a

la 6ta fraccion.
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Tabla 44 Medicién del halo de inhibicién de E. coli (fraccién 6)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (dicloro) 2.5¢cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 1cm
Extracto 3 1cm

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es susceptible a la

6ta fraccion.

Tabla 45 Medicién del halo de inhibicién de S. pyogenes (fraccién 6)

Blanco (antibidtico) 3cm
Blanco (dicloro) 0.5cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 1cm
Extracto 3 1cm

Se puede observar que la cepa S. pyoegenes nos dice el halo de inhibicion que es

susceptible a la 6ta fraccion.

Tabla 46 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccion 6)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (dicloro) 2cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 1cm
Extracto 3 1cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicidon que es susceptible
a la 6ta fraccion.
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Tabla 47 Medicion del halo de inhibicién de S. typhi (fraccién 7)

Blanco (antibidtico) 3cm

Blanco (acetato: metanol) 0 cm nota: no es susceptible
Extracto 1 0 cm nota: no es susceptible
Extracto 2 0 cm nota: no es susceptible
Extracto 3 0 cm nota: no es susceptible

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibiciéon que es susceptible a

la 7ma fraccion.

Tabla 48 Medicién del halo de inhibicién de E. coli (fraccién 7)

Blanco (antibiotico) 3cm

Blanco (acetato: metanol) 2.5cm
Extracto 1 0.5cm
Extracto 2 0.5 cm
Extracto 3 0.5cm

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es susceptible a la

7ma fraccion.

Tabla 49 Medicién del halo de inhibicién de S. pyogenes (fraccién 7)

Blanco (antibiotico) 3cm

Blanco (acetato: metanol) 0.9

Extracto 1 0.9
Extracto 2 1
Extracto 3 0.9

Se puede observar que la cepa S. pyoegenes nos dice el halo de inhibicion que es

susceptible a la 7ma fraccion.
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Tabla 50 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccion 7)

Blanco (antibidtico) 3cm
Blanco (acetato: metanol) 0.9
Extracto 1 0.9
Extracto 2 1
Extracto 3 1

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicidon que es susceptible

a la 7ma fraccion.

Tabla 51 Medicion del halo de inhibicién de S. typhi (fraccion 8)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (Dicloro) O0cm
Extracto 1 0.5cm
Extracto 2 0.5 cm
Extracto 3 0.5cm

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibicion que es susceptible a

la 8va fraccion.

Tabla 52 Medicién del halo de inhibicién de E. coli (fraccién 8)

Blanco (antibiotico) 3cm
Blanco (acetato: metanol) 1cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 1cm
Extracto 3 1cm

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es susceptible a la

8va fraccion.
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Tabla 53 Medicién del halo de inhibicion de S.pyogenes (fraccion 8)

Blanco (antibidtico) 2cm
Blanco (acetato: metanol) 1cm
Extracto 1 1cm
Extracto 2 1cm
Extracto 3 1cm

Se puede observar que la cepa S. pyogenes es una bacteria gram positiva por lo que nos

dice el halo de inhibicion que es susceptible a la 8va fraccion.

Tabla 54 Medicion del halo de inhibicién de S. aureus (fraccién 8)

Blanco (antibidtico) 3cm
Blanco (acetato: metanol) 1cm
Extracto 1 25cm
Extracto 2 1.5cm
Extracto 3 1.5cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicidon que es sensible a

la 8va fraccion.

Tabla 55 Medicién del halo de inhibicién de S. typhi (fraccién 9)

Blanco (antibiotico)

2.8

Blanco (acetato: metanol)

0.9

Extracto 1 0 nota: no susceptible
Extracto 2 0 nota: no susceptible
Extracto 3 0 nota: no susceptible

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibicidon que es susceptible a

la 9na fraccion.
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Tabla 56 Medicion del halo de inhibicién de E.coli (fraccion 9)

Blanco (antibidtico) 3cm
Blanco (acetato: metanol) 1.5cm
Extracto 1 2cm
Extracto 2 2cm
Extracto 3 3cm

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es sensible a la

9na fraccion.

Tabla 57 Medicién del halo de inhibiciéon de S.pyogenes (fraccion 9)

Blanco (antibidtico) 2.8cm

Blanco (metanol) 0 nota: no susceptible
Extracto 1 0 nota: no susceptible
Extracto 2 0 nota: no susceptible
Extracto 3 0 nota: no susceptible

Se puede observar que la cepa S. pyogenes nos dice el halo de inhibiciébn que es

susceptible a la 9na fraccion.

Tabla 58 Medicién del halo de inhibicién de S. aureus (fraccién 9)

Blanco (antibiotico) 2.8cm
Blanco (metanol) 1cm

Extracto 1 0.9cm
Extracto 2 0.9 cm
Extracto 3 0.9cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicidon que es susceptible

a la 9na fraccion.
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Tabla 59 Medicion del halo de inhibicién de S. typhi (fraccién 10)

Blanco (antibidtico)

2.8 cm

Blanco (metanol)

0 nota: no susceptible

Extracto 1 0 nota: no susceptible
Extracto 2 0 nota: no susceptible
Extracto 3 0 nota: no susceptible

Se puede observar que la cepa S. typhi nos dice el halo de inhibicion que es susceptible a

la 10ma fraccion.

Tabla 60 Mediciéon del halo de inhibicién de E.coli (fraccién 10)

Blanco (antibidtico)

2.8cm

Blanco (metanol)

0 nota: no susceptible

Extracto 1 2.6 cm
Extracto 2 0 nota: no susceptible
Extracto 3 0 nota: no susceptible

Se puede observar que la cepa E. coli nos dice el halo de inhibicién que es sensible a la

10ma fraccion.

Tabla 61 Medicién del halo de inhibicién de S. pyogenes (fraccién 10)

Blanco (antibiotico) 2.7cm
Blanco (metanol) 0.9 cm
Extracto 1 0.5cm
Extracto 2 0.5 cm
Extracto 3 0.5cm

Se puede observar que la cepa S. pyogenes nos dice el halo de inhibicion que es

susceptible a la 10ma fraccion.

108




Tabla 62 Medicién del halo de inhibicion de S. aureus (fraccion 10)

Blanco (antibidtico) 2.7cm
Blanco (metanol) 1cm

Extracto 1 0.9cm
Extracto 2 0.9cm
Extracto 3 0.9 cm

Se puede observar que la cepa S. aureus nos dice el halo de inhibicién que es susceptible

a la 10ma fraccion.
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Resultados de las curvas de crecimiento de cada cepa con extracto metandlico total
filtrado de 10,000 ppm - 0.001 ppm.

Cabe mencionar que estas graficas nos ayudan a rectificar lo ya se habia mencionado
anteriormente, pero por otro método de aplicacion mas especifico en donde se observa que
en efecto el extracto metandlico tiene buenas referencias de que es un antimicrobiano ya
que son los experimentos en donde el extracto funciondé como se requeria y el propésito de

estas graficas es ver que si hay respuesta bactericida.

Por otra parte, es importante mencionar que los ejes de la [ Y ] van a referente a la
concentracion del extracto metandlico de Pinus moctezumae y los ejes de la [ X ] van
referentes a las horas en que se realizé (cada prueba fue a 30 min por lo que se dio un total
a 48 hrs).

Cepa E. coli + Extracto metanolico 10,000 ppm — 0.001 ppm

La siguiente imagen presenta una comparacién del crecimiento de E. coli con el extracto de
10,000 ppm a 0.001ppm.

E. coli + Extracto metandlico 10,000ppm-0.001ppm

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

e=@=10000ppm ==@=1000ppm 100ppm 10ppm =@=1ppm
=@=0.1ppm e=@=0.0lppm ==@=0.00lppm ==@=(0.0001ppm

Figura 61. Curva de crecimiento de la cepa E. coli con extracto metandlico total de 10,000 ppm - 0.001 ppm
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En la grafica (figura 61) podemos observar una respuesta mas clara y légica segun las

concentraciones de el extracto que fueron probadas.

Se repitid el experimento con E. coli después de hacer pruebas de antibiograma con todas
las cepas, en donde se pudiera confirmar el efecto bactericida del nuevo extracto que se
realizé ya que el extracto metandlico tiene un tiempo de vida de aproximadamente 5 dias,
una vez que las pruebas confirmaron que el extracto funcionaba comenzamos las pruebas

con E. coliy las cepas restantes.

Cepa S. aureus + Extracto metandélico 10,000 ppm — 0.001 ppm

La siguiente imagen presenta una comparacion del crecimiento de S. aureus con el extracto
total filtrado de 10,000 ppm a 0.001ppm.

S.aureus + extracto metandlico 10,000ppm-0.001ppm

0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1

0.05

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

e=@=10000ppm ==@=1000ppm 100ppm 10ppm =@=1ppm
=@=—0.1ppm —=@=0.0lppm ==@=0.001ppm ==@=0.0001ppm

Figura 62. Curva de crecimiento de la cepa S. aureus con extracto metandlico total de 10,000 ppm -0.001 ppm
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En la grafica ( figura 62 ) podemos observar que la concentracion fue la correcta y que el

extracto realizo su funcién bactericida ya que fue inhibiendo el crecimiento de esta cepa.

Cepa S. pyogenes + Extracto metanélico 10,000 ppm — 0.001 ppm

La siguiente imagen presenta una comparacion del crecimiento de S. pyogenes con el

extracto total filtrado de 10,000 ppm a 0.001ppm.

S. pyogenes + extracto 10,000ppm-0.0001ppm
0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1

0.05

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

-0.05

«=@=—10,000ppm ==@==1000ppm 100ppm 10ppm =@=—1ppm
=@=—0.1ppm —=@=0.0lppm ==@=0.001ppm ==@=0.0001ppm

Figura 63. Curva de crecimiento de la cepa S. pyogenes con extracto metandlico total de 10,000 ppm -0.001

ppm

En la gréfica ( figura 63) podemos observar que la concentracion fue la correcta y que el

extracto realizo su funcién bactericida ya que fue inhibiendo el crecimiento de esta cepa.

Se observa que la concentracion mas alta es la que esta inhibiendo mas a la bacteria.
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Cepa S. Thyphi + Extracto metandélico 10,000 ppm — 0.001 ppm

La siguiente imagen presenta una comparacion del crecimiento de S. typhi con el extracto
total filtrado de 10,000 ppm a 0.001ppm.

S. thypi + extracto metandlico 10,000ppm-0.0001ppm

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

«=@=—710000ppm ==@==1000ppm 100ppm 10ppm =@=—1ppm
=@=—0.1ppm —=@=0.0lppm ==@=0.001ppm ==@=0.0001ppm

Figura 64. Curva de crecimiento de la cepa S. typhi con extracto metandlico total de 10,000 ppm -0.001 ppm

En la gréfica ( figura 64) podemos observar que la concentracion fue la correcta y que el

extracto realizo su funcién bactericida ya que fue inhibiendo el crecimiento de esta cepa.

Hasta ahora no se encuentra alguna observacion diferente a lo que se esperaba del

resultado.
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CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico del extracto metandlico de los estrobilos femeninos de Pinus
moctezumae dio muy buenos resultados como agente antimicrobiano por lo que permitié
seguir probando con diferentes tipos de disolventes para realizar mas investigaciones
relacionado con el tema, cabe mencionar que estos no son téxicos a niveles terapéuticos,
y los compuestos polifendlicos tienen importantes actividades biologicas. Los estilbenos,
terpenos, alcaloides, ligninas y flavonoides, como la quercetina, la rutina, el resveratrol y
los compuestos PYC y enzogenol, son los componentes fitoquimicos de los extractos de

coniferas.

Se demostrdé que mediante los ensayos por difusion de acuerdo con su polaridad en este
caso el metanol (muy polar) pudo inhibir, tener sensibilidad y resistencia de manera
abundante en estas bacterias que hoy en dia cada vez se hacen mas resistentes a los

antibiéticos ya existentes.

Se ha discutido los usos tradicionales y farmacoldgicos de las coniferas especialmente en
el género pinus de lo cual aparte de ser muy buen anti bactericida , también es muy buen
antioxidante y antinflamatorio, aparte de que otros géneros de las coniferas tienen otras

utilidades importantes en la medicina tradicional de productos naturales.

Sin duda, los fitoquimicos de las coniferas son la fuente natural de futuros farmacos; En el
campo del descubrimiento de farmacos, todavia se necesitan muchos estudios sobre
fitoquimicos. Se necesitan mas esfuerzos para investigar y evaluar el potencial clinico y la
caracterizacion molecular de compuestos medicinales con la ayuda de bases de datos y

esfuerzos de grupos interdisciplinarios.
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ANEXOS
ANEXO 1

Procedimiento Soxhlet

Colocamos 200 ml de disolvente metanol en un matraz bola de fondo plano de 250ml con
tres perlas de ebullicion previamente llevado a peso constante, posteriormente fabricar el
cartucho con papel filtro para el Soxhlet y agregarle 10g de polvo de estrobilo previamente
triturado, montar equipo para Soxhlet, después Iniciamos el calentamiento en la parrilla
eléctrica cabe mencionar que para evitar una proyeccion es necesario comenzar de una
temperatura baja a una mas alta , en seguida se toma la hora de inicio, registrar el tiempo
y la temperatura en que comienza a ebullir o en el que cae la primera gota de reflujo, el
reflujo debe tener un volumen constante y con registrar el tiempo y la temperatura del
primer ciclo del Soxhlet obtenido, repetir los pasos anteriores hasta obtener 7 ciclos de
Soxhlet, quitar calentamiento y dejar enfriar a temperatura ambiente, desmontar el equipo
Soxhlet.

Procedimiento de concentrado

Posteriormente llevamos el producto de extraccion Soxhlet en el matraz bola de 250ml a
concentrar a sequedad en un rotavapor a 64°C, colocar el matraz 24hrs en un desecador,
después pesamos el matraz bola en una balanza analitica, regresar el matraz al desecador
durante una hora, pesar en la balanza analitica el matraz bola, repetir los pasos anteriores
hasta obtener el peso constante del matraz con el producto de estrobilo de extraccion por

metodologia Soxhlet.
ANEXO 2

Agua Tridestilada estéril

Se utiliza dos matraces Erlenmeyer, colocando en cada uno 100 ml de agua tridestilada, en
seguida se tiene que tapar considerando el efecto de la presién en la autoclave vy
etiquetarlos con cinta testigo, después se lleva a esterilizar a 120 °C y 2 atm (de presién en
una autoclave) cabe mencionar que estos datos ya estan establecidos de acuerdo a la ficha
técnica de equipo, una vez concluido el proceso de esterilizacion (lleva un tiempo de
duracién de aproximadamente 20 a 30 minutos) , cerrar correctamente y almacenar hasta
que el agua alcance la temperatura ambiente, durante su utilizacion solo abrir dentro de la

campana de flujo laminar estéril, utilizando un mechero y solo puntas estériles para
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Esterilizacion de celdas para espectrofotometro

Se eligen las celdas en mejor estado sin rayaduras ni que se observen opacas, se procede
a limpiarlas con una solucién desinfectante de alcohol al 70% o en su defecto, una solucién
con hipoclorito de sodio. Una vez puesto nuestra solucién se tiende a secar las celdas con
cuidado y esterilizar con UV por 30 minutos. Si las celdas tienen residuos liquidos, llevarlas
dentro de su caja estéril a una estufa para evaporar el resto del solvente. Para el traslado,

mantener la caja cerrada en todo momento.

Estandarizacion de la concentracion bacteriana

En un tubo eppendorf de 1.5 ml, colocar 1 ml de agua tridestilada estéril, posteriormente
tapar y posicionar en la base para tubos eppendorf. Después con ayuda de un asa de cultivo
metalica previamente esterilizada con un mechero, se toma de un cultivo en caja Petri, una
colonia independiente de E. coli o de |la cepa que se desee trabajar crecida en agar nutritivo.
Utilizando el asa, sumergimos la colonia en el tubo eppendor con agua tridestilada estéril y
agitamos hasta que la colonia se disperse dentro del tubo. Se procede a tapar el tubo
eppendorf y llevar a vortex durante 30 segundos. Después se centrifuga el tubo eppendorf
con el inéculo por 5 min a 1200 rpm para formar un pellet. Mas tarde se decanta el agua
restante dentro del tubo, de modo que solo quede el pellet con la concentracién de células
en el fondo. Mas adelante afladimos el volumen necesario de agua tridestilada estéril y se
lleva a vortex para dispersar las células nuevamente, hasta alcanzar la absorbancia del
estandar de McFarland 0.5 (0.08 — 0.1) a 600 nm. Si la absorbancia supera el rango descrito
por McFarland, diluir con agua tridestilada estéril, si la absorbancia no alcanza los valores
del rango, afadir una mayor cantidad de células del mismo cultivo. Una vez obtenida la
absorbancia deseada, centrifugar de nuevo a 1200 rpm por 5 min hasta formar de nuevo el
pellet. Seguidamente se decanta el agua destilada. Luego una vez obtenido y aislado el

pellet, afadir la cantidad de caldo nutritivo necesaria para el llenado de la placa multipozos.
Placa multipozos

Una vez obtenido el pellet que corresponda a 1.5x10% células, afiadimos la cantidad
adecuada de caldo nutritivo estéril considerando las alicuotas que se tomaran a partir de
este in6culo. Posteriormente, considerando la cantidad de caldo nutritivo afiadida hay que
hacer una regla de tres para saber el volumen que hay que tomar para tener 10x10°células,

que posteriormente se utilizaran para el llenado de la placa multipozos.

Ejemplo:
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1.5x108 = = = 1 mL
10x10% - — — X mL

Después de realizar la relacion es importante considerar que el volumen de aforo debe
tener en cuenta que al final se adicionaran 10 uL de cada concentracion del extracto, por lo

que, si el volumen de aforo son 2000 L, el volumen tendria que ser de 1990 uL.

Finalmente, cada una de las columnas de la placa multipozos tendra 1.6 ml de caldo
nutritivo, por lo que deben de tomarse las alicuotas necesarias considerando que van a

llenarse 12 columnas en total.
ANEXO 3
Procedimiento para la preparacion de una solucion isoténica a base de cloruro de sodio

Se tiene que medir la cantidad de NaCl, se utiliza una balanza analitica para medir la
cantidad exacta de cloruro de sodio que necesitas para preparar tu solucion isotonica. La
concentracién tipica de una solucion isotonica de NaCl es del 0.9% en masa. Esto significa
que necesitas 0.9 gramos de NaCl por cada 100 ml de solucién. Puedes calcular la cantidad
requerida utilizando la siguiente formula: Cantidad de NaCl (gramos) = (0.9/100) x Volumen
de solucion deseado (ml) Por ejemplo, si deseas preparar 500 ml de solucion isotdnica,
necesitaras: Cantidad de NaCl = (0.9/100) x 500 ml = 4.5 gramos de NaCl.

Posteriormente disolver el NaCl en agua destilada agregando la cantidad medida de cloruro
de sodio al matraz o recipiente, luego, agregar una pequefia cantidad de agua destilada
(aproximadamente la mitad del volumen total de la solucion) al matraz, lo agitas
suavemente para disolver el NaCl en el agua, si tienes un agitador magnético, puedes
usarlo para acelerar la disolucién, completar el volumen con agua destilada una vez que el
NaCl se haya disuelto por completo, agregar agua destilada adicional para completar el
volumen deseado de la solucién isotdnica, por ejemplo, si estas preparando 500 ml de

solucioén, asegurate de agregar suficiente agua destilada para alcanzar los 500 ml en total.

Mezclar muye bien y asegurate de mezclar la solucion de manera uniforme para que el
NaCl esté distribuido homogéneamente en la solucidon, puedes hacerlo agitando

suavemente con una varilla de vidrio o utilizando un agitador magnético si lo tienes.

Etiquetar el recipiente que contiene la solucién isotdnica con la concentracion, la fecha de

preparacion y cualquier otra informacion relevante.
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