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RESUMEN

Se evalua la actividad bactericida y fungicida de extractos crudbsf
de cuatro especies forestales determinando su concentracién inhibitoria minima
(CIM) en mg/mL frente a cepas indicadoras de Staphylococcus aureus,'
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. |

Los extractos crudos acuosos de C. spruceanum, S. mombin, C.
odorata demostraron tener actividad inhibitoria frente a bacterias en
concentraciones de 5 a 50 mg/mL y los de J. copaia muestran escasa
actividad antimicrobiana. Concentraciones de 5 y 10 mg/mL de extractos
etandlicos y metanélicos de corteza de C. spruceanum, S. mombin, C. odorata
tienen actividad antibacteriana. Siendo los extractos etanélicos y acuosos de C.
spruceanum y C. odorata los que tuvieron mejor rendimiento antibacteriano.

Asimismo extractos etanélicos de hojas de J. copaia, C.
spruceanum, S. mombin, C. odorata revelan actividad antimicética a partir de
conceneraciones de 5 mg/mL, destacandose los extractos etandlicos de J.
copaia.

Los extractos crudos obtenidos de corteza de las especies en
estudio revelaron mejor comportamiento inhibitorio antimicrobiano que los
obtenidos de hojas. No se encontr6 efecto téxico de los solventes sobre los

microorganismos indicadores utilizados.



I INTRODUCCION

El descubrimiento de los antibidticos significé el nacimiento de
una nueva era terapéutica. Los cientificos se lanzaron al examen masivo de
nuevas fuentes de obtencion de los mismos, a partir de hongos y bacterias,
en suelos, cumbres montafiosas, minas o fondos marinos, con tal intensidad
que, por ejemplo para el desarrolio de uno de ellos, la clorotetraciclina se
hubo de aislar previamente mas de 36,000 cepas de mohos. El esfuerzo
global condujo al hallazgo de unos 2000 antibiéticos naturales, de los cuales
solo unos 80 alcanzaron aplicabilidad practica. Simultaneamente, los
quimicos fueron capaces de modificar las moléculas originales de los
antibiéticos, dando lugar a los antibidticos semisintéticos, de modo que hoy
casi todos los nuevos antibiéticos son de este tipo, dejando patente que entre
cada 3000 a 10000 sustancias semisintéticas obtenidas, tan solo una puede

presentar cualidades antibidticas de interés (LOZANO, 2003).

A pesar de disponer y usar este enorme arsenal terapéutico
puesto a nuestra disposicion, causan inquietud los fenémenos de la
resistencia de las bacterias a los antibi6ticos y la facil transmisién de esta
resistencia entre cepas diferentes debido al uso indiscriminado de los

antibidticos en la practica médica. Muchas bacterias que causan infecciones
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son resistentes a todos los antibiéticos actuaimente conocidos y cada vez es
mayor la lista de las cepas de bacterias que presentan ese fenémeno y que
sélo son sensibles a un Gnico antibidtico (ALARCON et al., 2004; VAZQUEZ,
2001). Por otro lado, la perspectiva empeora si consideramos que a pesar de
contar con un enorme arsenal de antimicrobianos, éste es reducido y de
limitada eficacia cuando se trata de agentes antimicéticos. Existe una
creciente preocupacion entre investigadores y clinicos de que el uso creciente
de drogas antiftingicas lleve rapidamente a la aparicion de cepas resistentes

(FERRO y CANELA DE ALVERANGA, 2000).

Esta situacion plantea la desconcertante posibilidad de que
llegara un momento en que los antibiéticos, \kcomo sistema terapéutico,
tendran interés desde un punto de vista historico. Esto ha estimulado la
busqueda de agentes antimicrobianos en fuentes naturales diferentes de las
habituales (microorganfsmos) dirigiéndose la atencion a organismos
superiores como los vegetales, reforzandose esta idea ain mas con los

antecedentes del uso popular que se tienen para ciertas especies.

Existen plantas medicinales con poderosos efectos antibidticos
directos, que conviene consumir .con cierta regularidad o utilizar
expresamente como alternativa a los antibiéticos quimicos cuando sea
preciso. La busqueda y desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos a
partir de vegetales superiores actualmente es un area de investigacion activa.

La finalidad seguida en si no es entablar competencia con los quimioterapicos
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sintéticos, sino la blUsqueda de compuestos con diferente espectro de
actividad y/o estructuras quimicas novedosas que sirvan en la apertura de

serie para el desarrollo de nuevos farmacos (COSSIO et al., 2002).

La utilizacion de sustancias naturales en el tratamiento de
diferentes enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituyen en
la actualidad un desafio en la medicina, especialmente en aquellas dolencias

para las que no existe un remedio adecuado (DOMINGO y LOPEZ, 2003).

No hay duda de que las ventajas de consumir antibiéticos
naturales son innumerables. El hecho de que no generen resistencia por
parte de las bacterias ya es suficiente para plantearse su empleo regular,
pero no hay que olvidar que ademas favorecen el proceso de regeneracién
epitelial, estimulan los mecanismos naturales de eliminacién, favorecen el
funcionamiento de los 6rganos en general, inhiben el crecimiento de los
gérmenes patégenos y aumentan las defensas del organismo, mientras que

los antibiéticos sintéticos suelen bajarlas.

Nuestro pais ofrece una notoria biodiversidad vegetal para la
basqueda de nuevos antimicrobianos. La mayoria de investigaciones se han
centrado especialmente en especies de uso comun o estrictamente no
maderables y muy pocas indagaciones cientificas se han llevado a cabo

sobre especies netamente forestales, a pesar del conocimiento de su
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arraigado uso etnobotéanico (por la medicina tradicional) en muchas regionés

de nuestro termritorio.

Ante la situacion presentada, se planteod la siguiente interrogante
¢ Cual sera el efecto del uso de extractos crudos de especies forestales en
diferentes  concentraciones  sobre  microorganismos  infecciosos?,
esbozandose la siguiente hipotesis: Los extractos crudos de especies
forestales, preparados en diferentes solventes, manifiestan accion bactericida

y fungicida.

Se trabaja bajo la inferencia que la investigacién concerniente a la
actividad de los extractos crudos de especies forestales endémicas tropicales
sobre bacterias y fungi, permitiria el hallazgo de nuevos quimicos
antimicrobianos de uso terapéutico y a la vez impulsaria a buscar novedosas
alternativas de tratamiento en la riqueza de nuestra medicina tradicional y en

la diversidad de nuestra flora.

OBJETIVOS

Se formularon los siguientes objetivos:

1. Evaluar la actividad bactericida y fungicida de extractos crudos de

cuatro especies forestales.
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2. Determinar la Concentracioén Inhibitoria Minima (CIM) en mg/mL de los
extractos crudos frente a cepas de Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans



iI. -~ REVISION DE LITERATURA

Numerosos estudios clinicos han demostrado que ei uso
adecuado y controlado de los vegetales medicinales en el tratamiento de las
infecciones, ya sean de origen virico, bacteriano o fingico, no solo puede
tratar los sintomas de una infeccién, sino ademas prevenirla y acortar su

duraciéon (ORTEGA, 2005).

La medicina tradicional utiliza alrededor de 20,000 especies de
vegetales superiores (TAGBOTO y TOWNSON, 2001) y se caicula que unos
3300 millones de personas en el mundo utilizan regularmente este tipo de
medicina (ELOFF, 1998); lo que incluye tanto la poblacién de paises en
desarrollo como desarrollados; por ejemplo, eh 1997 un 12,1% de los
norteamericanos se automedicé con productos vegetales, lo que significa un
monto en ventas de 4 a 5 mil millones de délares (PITTLER, 2002). Este
interés por la medicina tradicional se refleja en la investigacién' de vegetales
medicinales con posible efecto contra las bacterias resistentes a los
antibiéticos. Un ejemplo de ello es la bacteria Helicobacter pylori cuyo
aumento de cepas resistentes a los antibiéticos empleados eﬁ su tratamiento

y el alto costo de esos tratamientos, es un aliciente en paises en desarrollo
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donde la prevalencia de este agente es mayor, para el uso de la medicina

natural (TAGBOTO y TOWNSON, 2001).

Algunos ejemplos de este fipo de investigacion los encontramos
en la evaluacién de vegetales medicinales en Kenia (FABRY et al., 1996) y en
la peninsula Yucateca, México (ANKLI et al., 2002). En el primer estudio se
identificaron tres especies: Terminalia spinosa, Harrisonia abyssinica y
Ximenia caffra, cuyas concentraciones inhibitorias minimas (CIM) fueron de
125 mg/mL en la primera y de 250 mg/mL en las otras dos. En el estudio
mexicano se encontraron cuatro especies cuyas CIM fueron como maximo de
10 mg/mL; éstas fueron: Casimima tetraméria,- Dostenia contrajerva, Jatropha

gaumen y Piscidia piscipula.

La evaluacion de Pleleopsis suberos, una especie empleada en
Africa en el tratamiento de las tlceras, mostré que presentaba efectos anti-
Helicobacter (GERMANO et al., 1998). Otros estudios han sefialado el efecto
antibacteriano de las catepsinas aisladas de Camellia sinensis “t€”, que en las
concentraciones usuales de una taza inhiben a cepas de Staphylococcus
aureus meticilina resistentes (YAM et al., 1997) y en el caso de Helicobacter
la CiIM fue de 8 mg/mL, resultando en un descenso significativo en las
alteraciones histopatologicas inducidas experimentalmente en animales de
laboratorio inoculados experimentalmente (MABE et al., 1999); ademas, en
un estudio se comparé el consumo de té en dos grupos de individuos,

infectados y no infectados con H. pylori, encontrandose que en los primeros
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habia un menor consumo de té que en los segundos; lo que plantea la
posibilidad de que el consumo de té podria interferir con la infeccion por H.

pylori (YEE et al., 2002).

Algunas especies empleadas tanto en medicina como en
condimentos de cocina han mostrado efectos anti-HeIicobacter, entre ellas el
ajo (CELLINI et al., 1996), tomillo (TABAK et al.,, 1996) y canela (NIR et al.,
2000); algunos productos extraidos de este uUltimo son efectivos en bajas
concentraciones (CHUNG et al,, 1998; OHTA et al., 1999; O'GARA et al.,
2000).

Diversas plantas que han demostrado su actividad antimicrobiana
en el aparato respiratorio son el eucalipto (indicado para el asma, bronquitis,
rinitis, faringitis, amigdalitis, traqueitis y gripe), el tomillo (para la tos irritativa y
antiespasmodica, laringitis, bronquitis, asma enfisema y gripe), el marrubio
(tos improductiva, catarros), el llantén (bronquitis), el gordolobo (afecciones
respiratorias de vias altas y bajas), las yemas de pino o el romero (ORTEGA,

2005).

Otras especies de vegetales como el Haematoxylon brasiletto
(palo de Brasil), han sido reconocidas. por la actividad biolégica de sus
extractos etanodlicos y acuosos contra infecciones de origen alimentario

especialmente contra diarreas originadas por Vibrio cholerae, inhibiendo la
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produccién de enterotoxina y la adhesion de la bacteria (ALARCON et al.,
2004).

En la bisqueda de metabolitos secundarios que actian sobre
bacterias SILVA et al. (2004) determinaron que extractos hexanicos de raices
de Jatropha dioica presentaban maydr actividad sobre Staphylococcus aureus

y actividad moderada sobre Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

Se han estudiado plantas de las familias Myrtaceae (Syzygium
aromaticum, Eucaliptus camaldulensis y Psidium guajava) y Lauraceae
(Cinnamomum zeylanicum) de las cuales se obtuvieron extractos con tres
solventes de distinta polaridad obteniéndose actividad bactericida contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherihcia coli y Shigella flexneri
con los extractos hexanicos obtenidos por maceracion a temperatura

ambiente (ORANDAY et al., 2004).

Se determiné que los extractos de las hojas y raices de la
leguminosa Dalea elegans, planta autdctona de la provincia de Cdrdova,
Argentina, contienen un compuesto flavonoide denominado 6-
prenilpinocembrina activo contra la bacteria Staphylococcus aureus resistente
al antibiético oxacilina y contra los hongos Candida albicans, Cryptococcus

neoformans y Trichopyton mentagrophytes (CABRERA et al., 2004).
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LAPENNA et al. (2003) reportan la evaluacién de la actividad
bactericida y fungicida en Plantago australis “llantén®, Petiveria alliacea
“mapurite”, Mangifera indica “mango”, Luffa cillndrica “esponjillé", Psidium
gulifiense “guayabo agrio” y Phthirusa sp. “pajarito” sobre cepas de
Escherihcia coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli

enterotoxigénica, Klebsiella pneumoniae, Candida krusei y C. albicans.

COSSIO et al. (2002) en Perd, han encontrado un compuesto
antifangico en Tropaeolum tuberosum “mashua”, el cual se purifico,
caracterizé y cuantificé su actividad biologica, el compuesto hallado fue el 4-

metoxibencilsotiocinato.

En Chile se estudiaron 276 extractos de plantas para detectar
actividad antibacteriana frente a uno o mas microorganismos. Dentro de este
grupo de plantas la que se estudi6 con mayor énfasis fue Haploppapus
multifolius, especie de la cual se aislaron cumarinas con actividad
antibacteriana y en los dltimos 20 afios se han investigado mas de un
centenar de plantas chilenas, con actividad antimicrobiana, entre otras
propiedades, aislandose un importante nimero de compuestos, muchos de

ellos de estructura nueva y actividad biologica interesante (BITTNER, 2002).

Asimismo se han obtenido extractos bioactivos con actividad

antifingica a partir de la corteza de Pinus carnibea var. hondurensias
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procedentes de plantaciones forestales del oriente venezolano los cuales

presentaron ademas actividad atrapadora de radicales libres (VARGA, 2002).

De Ibicella lutea, se aisl6 el principio activo antibacteriano, que
posee una buena potencia y espectro y una estructura quimica novedosa

(VAZQUEZ, 2001).

Como podemos observar las investigaciones realizadas han
llevado a considerar a la medicina tradicional como fuente de posibles vias de
analisis; asi,' iniciaimente se investiga el posible efecto antimicrobiano
mediante pruebas de inhibicion in vitro empleando extractos crudos de las
plantas y en una segunda etapa las investigaciones conducen al estudio de
fracciones del extracto en blisqueda de los principios activos. Posteriormente,
se plantea la evaluacion in vivo, ya sea en animales de experimentaciéon o

con voluntarios.

El nimero de estructuras quimicas descritas en plantas
superiores llega a los cientos de miles y esta aumentando continuamente.
Aproximadamente 1,500 estructuras quimicas nuevas de plantas superiores
se describen cada afio, de las cuales un buen nimero tiene actividad
biolégica. Desafortunadamente los conocimientos rudimentarios de la quimica
y bioquimica de las plantas restringe todavia nuestra capacidad de explotar

completamente los productos quimicos naturales (BITTNER, 2002).
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En una fase mas avanzada del estudio de plantas medicinales, la
identificacion de las moléculas activas conduce a su modificacion para
incrementar el efecto antimicrobiano, como es el caso de flavonoides (BAE et
al., 1999) y rotenoides aislados de leguminosas (TAKASHIMA et al., 2002), lo
que llevé a la descripcion de un nuevo rotenoide, conocido como derrisin,
cuya CIM es de 85 mg/mL y a la evaluacién de otros conocidos como el

teflosin y el toxicarol cuyas CIM son de 0,3 mg/mL.

El aprovechamiento de las especies forestales no s6lo es en el
sentido econémico maderero, sino que se pueden aprovechar productos
forestales no maderables (PFNM) que incluyen diversos tipos entre ellos
vegetales medicinales, aceites esenciales y extractos vegetales. Las
sustancias extraibles de los arboles constituyen una fuente importante de

fitoquimicos.

Por sustancias extraibles vegetales se entienden aquellas
sustancias que se extraen de diferentes partes de los arboles mediante agua,
disolventes organicos, vapor de agua y mediante un exprimido mecanico

(ALVAREZ, 2003).

Entre las sustancias extraibles de la corteza se encuentran los
mas diversos compuestos organicos e inorganicos y su presencia en
diferentes especies es relativa. Se dividen en lipofilicos e hidrofilicos, aunque

no existen fronteras que los delimiten. El contenido es superior que en la
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madera propiamente dicha. Varia entre 2040 % de masa de corteza seca.

Incluye a un grupo heterogéneo de sustancias (SJOSTROM, 1981).

La fraccion lipofilica, comprende sustancias extraibles con
disolventes apolares (éter etilico, diclorometano, etc.). Consisten en grasas,
ceras, terpenos y' terpenoides y alcoholes alifaticos superiores: Los terpenos,
acidos resinosos y esteroles estan localizados en los canales resiniferos.
Abundan los triterpenoides: B-sitosterol encontrados en oeras,' betulinol

(ALVAREZ, 2003).

La fraccién hidrofilica, constituida por los extraibles en agua sola
o con disolventes polares (acetona, alcohol etilico, etc.). Contienen grandes
cantidades de constituyentes fendlicos, muchos de ellos, especiaimente
taninos oondensados (acidos fendlicos) pueden ser extraidos sélo como sales
con disolucion diluida de alcali. Por ejemplo, una cantidad considerable de
flavonoides pertenece al grupo de taninos condensados estan presentes en la
corteza de abeto, roble, secoya. Flavonoides monoméricos que incluyen
quercetina y dihidroquercetina estan tambien presentes en la corteza. Se
encuentran también pequefia cantidad de lignanos y estilbenos. En menor
cantidad se encuentran carbohidratos, proteinas y vitaminas (ALVAREZ,

2003).

Es conocido que los componentes fendlicos y terpenoides

presentan propiedades antifingicas, antibiéticas, antioxidantes, alelopaticas y
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otras (ALVAREZ, 2003). Estos compuestos tienen ganada reputacién por su
actividad en las plantas como el control al ataque de insectos y a

enfermedades microbianas.

Hace algunos afios muchos extractivos vegetales, como los
taninos, se consideraron compuestos con actividad biolégica dudosa, y sin
beneficios farmacolégicos de relevancia reportados, ya que parte importante
de su estructura ain era desconocida para la ciencia. La definicion de fa
misma hizo posible el estudio y prescripcion de nuevas propiedades para
estos compuestos, asi como la posibilidad de su uso en humanos (ALVAREZ,

2003).

Es por ello que a la luz de los modemos avances en botanica,
fotoquimica, farmacologia, farmacocinética, farmacodinamia y toxicologia, el
conocimiento tradicional y popular sobre las propiedades medicinales de las
plantas debera ser constatado y validado para garantizar una terapia
adecuada, eficaz y con la menor incidencia de ocasionar riesgos al paciente

(DOMINGO y LOPEZ, 2003).

A nivel popular basta muchas veces con extraer los principios
activos de la manera mas sencilla, como puede ser por medio de una infusion
o decoccion. En cambio, para analizar las propiedades medicinales de un

compuesto vegetal, en muchos casos se recurrira a procedimientos de
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extraccion mas complejos, que permitan obtener métodos reproducibles, con

cuantificacion de principios activos en lo posible (GARCIA, 2003).



ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material biolégico

3.1.1. Especies vegetales

Se evaluaron extractos obtenidos de cuatro especies forestales

recolectadas del Bosque Reservado de la UNAS (BRUNAS), del Jardin

Botanico UNAS y del Vivero de la Facultad de Recursos Naturales

Renovables, de la ciudad de Tingo Maria. Se indican en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Espeéies vegetales de donde se obtuvieron extractos crudos

con actividad antimicrobiana.

Nombre cientifico Nombre comiin Familia
Calycophyllum spruceanum
: Capirona RUBIACEAE
(Benth.)
Cedrela odorata L. Cedro colorado MELIACEAE
Jacaranda copaia (Aubl.) D. Don Huamansamana  BIGNONIACEAE
Spondias mombin L. Ubos ANACARDIACEAE
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3.1.2. Especies microbianas
Los microorganismos para la definicion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de extractos crudos, fueron proporcionados por el
Laboratorio de Microbiologia General de la Facultad de Recursos Naturales
Renovables de la Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS), y
representan tanto a microorganismos grampositivos,. gramnegativos y fungi |

patégenos.

Cuadro 2. Microorganismos para la prueba de susceptibilidad y/o

resistencia frente a extractos crudos.

Microorganismo Especie Procedencia
Bacteria grampositiva Staphylococcus aureus Lab.Microbiologia
UNAS
Bacteria gramnegativa Pseudomonas aeruginosa Lab.Microbiologia
UNAS
Fungi levaduriforme Candida albicans Lab.Microbiologia
UNAS

3.2. Reactivacion de los microorganismos
3.2.1. Reactivacion de cepas bacterianas
Para este proposito se aplicé la metodologia recomendada por la
Asociaciéon Estadounidense de Salud Publica (APHA, 1992), utilizandose el
medio Infusion Cerebro Corazén (BHI) distribuido en tubos de ensayo 15 x

125 mm.
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Los viales conteniendo las cepas se vertieron en medio BHI y se

llevaron a incubacion por 24 horas a 37 °C.

Al término de la incubacion se repicaron las cepas sobre medio
sélido Agar CLED (AC) o Agar Nutritivo Comin (AN) contenido en placas

petri. Se incubaron las placas por 24 horas a 37°C.

3.2.2. Reactivacion de cepas flingicas
Para la reactivacion de fungi se realizé segin lo descrito por
AJELLO et al. (1966) y en la Farmacopea XXIll de los Estados Unidos de
Norteamérica-USP (1995). Se dispondra de medio de cultivo liquido,
Extracto de Levadura-Glucosa (LG) o Caldo Sabouraud Glucosado (CS)

distribuidos en tubos de prueba de 15 x125 mm.

El vial conteniendo la cepa fungi se vertio sobre el medio de

cultivo, y se llevo a incubacion de 2 a 4 dias a temperatura ambiente.

Al término de la incubacién se repicaron sobre medio sélido de
Agar Sabouraud Glucosado (AS) o Agar Papa Glucosa (PDA), las placas se

incubaron a temperatura ambiente por espacio de 2 a 4 dias.

3.3. Obtencion de los inéculos microbianos
De las placas de repique tanto de bacterias como de fungi, se

tomaron 5 colonias en estado puro y se sembraron en medios BH! contenido



19
en tubos y se incubaron a 37°C de 12 a 18 horas hasta que la suspension
alcanzé una concentracion celular de 10° a 10° UFC/mL (unidades

formadoras de colonia por mililitro).

Estos medios constituyeron los in6culos con los que se
sembraron las placas para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de ios

extractos crudos vegetales.

3.4. Preparacion de los extractos crudos vegetales
‘3.4.1. Procesamiento del material vegetal
Se dispuso de material vegetal fresco y seco constituido por hojas

y cortezas de las especies vegetales indicadas en el Cuadro 1.

Para este fin se procesé por el método descrito por CACERES et
al. (2001). Se recolectd y separ6é 150 g de hojas y cortezas de las especies
forestales, se lavaron con agua corriente y con agua destilada, luego se
secaron en la estufa a 65 °C por 24 horés para eliminar el exceso de agua.
Posteriormente se cortaron en trozos pequenos y se practicé una trituracion

del material para pulverizarios hasta su hombgenizacién.

3.4.2. Extractos crudos
Con los pulverizados se prepararon los extractos crudos

empleando disolventes polares: agua, etanol y metanol. Se dispuso de 10 a
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50 g de pulverizado de material vegetal seco por cada disolvente utilizado en

la extraccion.

3.4.2.1. Extractos acuosos
Se aplic6 el método descrito por CACERES et al. (2001) y
STAUFFER et al. (2003).

Se tomaron 50 g de pulverizado vegetal y se llevaron a 500 ml. de
agua destilada, se sometieron a ebullicién (100°C) por 20 minutos, se dejaron
que enfrien a temperatura ambiente por lo menos 60 minutos, posteriormente

se filtraron sobre papel Whatman N° 1.

El filtrado se esterilizo por tindalizacion a 60°C por 2 horas y
periodos de descanso de 24 horas, con dos repeticiones. Se almacenaron en

refrigeracion (4° a 8°C) hasta su utilizacién.

3.4.2.2. Extractos metandlicos
Se procedi6é segun el método descrito por LAPENNA et al. (2003)

modificado de acuerdo a nuestros requerimientos.

Se macer6 10 g del pulverizado en 100 mL de metanol por 24
horas, al término de la maceracion se filtr6 en papel Whatman N° 1,
posteriormente el filtrado se esterilizé por tindalizacion a 60°C por 2 horas y

descansos de 24 horas con dos repeticiones del proceso.
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Se conservaron en refrigeracibn entre 4° a 8°C. Para la
evaluacion se centrifugdé a 3000 rpm por 15 minutos, se tomé el sobrenadante

para realizar la prueba de sensibilidad y/o resistencia antimicrobiana.

3.4.2.3. Extractos etanélicos
Se procedié segin el método descrito por ROSALES y
GONZALES (2003).

A 10 g del pulverizado vegetal se agregaron 100 mL de etanol al
70 % y se dejé macerar por espacio de 24 horas. Al témino de la
maceracion se filtrd en papel Whatman N° 1 y al filtrado se le agregaron unos
mililitros de agua destilada hirviendo con la finalidad de precipitar compuestos

resinosos existentes.

Se esterilizo por tindalizacion y se conservaron en refrigeraciéon
(4° a 8°C). Para su evaluacion se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min. y se
tomo6 el sobrenadante para realizar las pruebas de sensibilidad y/o resistencia

antimicrobiana.

3.5. Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
Se probaron cuatro concentraciones de los extractos crudos
vegetales: 5 mg/mL, 10 mg/mL, 25 mg/mL y 50 mg/mL, para determinar la

CIM de los extractos tanto a partir de hojas como de corteza. La CIM es la
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concentracion mas baja que requiere el extracto crudo vegetal para inhibir el

crecimiento del microorganismo.

Los indculos bacterianos reactivados en medio BHI, se sembraron
por diseminaciébn sobre placas conteniendo Medio Mueller Hinton (MH)
adicionado con 50 mg/mL de cefazolina como presion selectiva. Los inéculos
de fungi, se sembraron a partir del medio BHI en placas petri cpnteniendo
Medio Sabouraud Glucosado (AS) o Agar Papa Glucosa (PDA), adicionado

de ketoconazol 50 mg/mL como presién selectiva.

Utilizando una plantilla de cuadriculas de siembra, que se aprecia
en la Figura 1, colocada debajo de cada placa sembrada con
microorganismos, se depositaron con ayuda de una micropipeta automaética,
25 pl de cada una de las concentraciones ya mencionadas de los extractos
preparados. Los extractos crudos se depositaron sobre las cuadriculas 1 al 3.
Las placas se llevaron a la estufa, se incubaron a 37 °C por 24 horas en caso
de las bacterias y a temperatura ambiente por 3 - 5 dias en el caso de fungi.

Al término de la incubacion se observaron los resultados.

El efecto téxico se evidencié por la aparicion de halos de
inhibicion del crecimiento de las cepas en estudio, que se compar6 con los
halos producidos por sus respectivos controles. Al retirar las placas de
incubacion se observaron halos de inhibicion que se midieron en milimetros

(mm).
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Los halos mayores de 20 mm se consideraron como positivos.
Diametros de halos que estuvieron entre 16 -19 mm denoté una actividad
intermedia o moderada, y halos con didmetros menores a 15 mm se tomaron
como de no tener actividad antimicrobiana significativa (JENKINS et al., 1985;

KIRBY et al., 1966).

3.6. Controles

Se utilizaron como controles los solventes que intervienen en el
proceso: agua, etanol, metanol, asi como cefazolina 50mg/mL y ketoconazol
50mg/mL, de los cuales se depositd 50 yL en las Gitimas cuadriculas (4 — 8)

de cada placa sembrada con los diferentes microorganismos.

Figura 1. Plantilla de cuadriculas enumeradas para la evaluacion de la

actividad antimicrobiana de los extractos. !
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3.7. Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron pfocesados para su analisis y ajuste
estadistico y asimismo la respectiva interpretacion mediante el modelo de un
disefio completo al azar con tres repeticiones, para lo cual se utiliz6 el

software SPSS version 12.



IV. RESULTADOS

4.1. Extractos crudos vegetales
Se obtuvieron veinticuatro (24) extractos crudos, seis (6) de cada
especie forestal conservandose a temperatura de 0° a 4°C, los que se

centrifugaron para aplicarlos en la determinacion de la CIM (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Extractos crudos de cortezas y hojas en diferentes disolventes

(agua, metanol y etanol).
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Figura 3. Tubos con sobrenadantes de los extractos crudos de vegetales.

4.4. Actividad antimicrobiana
Con respecto a la determinacion de la concentraciéon inhibitoria
minima (CIM), los extractos mostraron variada actividad frente a las cepas

microbianas seleccionadas para la prueba de susceptibilidad y resistencia.

4.2.1. Extractos de Calycophyllum spruceanum
Del comportamiento de los extractos crudos de hojas y corteza
obtenidas de C. spruceanum se aprecia que los extractos crudos de corteza
(Figura 4) tienen mucha mas actividad antibacteriana que los obtenidos a
partir de hojas (Figura 5) y que ademas los etandlicos son mucho mas
eficaces que los acuosos y metabdlicos en lo que se refiere a inhibir el

crecimiento de las tres cepas de microorganismos ensayadas, mientras que
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los acuosos sé6lo muestran ligero dinamismo frente a las cepas bacterianas

con énfasis en S. aureus.

Los extractos acuosos a partir de hoja demostraron tener
actividad contra S. aureus a concentraciones de 5 mg/mL, y contra P.

aeruginosa en concentraciones de 50 mg/mL.

Asimismo puede apreciarse que los extractos etandlicos y
metandlicos de hoja y de corteza ostentan actividad inhibitoria frente a S.
aureus, P. aeruginosa en la concentracién 5 mg/mL y frente a C. albicans a

partir de la concentracién 10 mg /mL y 50 mg /mL respectivamente.
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Figura 4. Extractos crudos de corteza de Calycophyilum
spruceanum ‘
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Figura 5. Extractos crudos de hoja de Calycophyllum
spruceanum

4.2.2. Extractos de Spondias mombin
Los comportamientos de los extractos crudos obtenidos a partir
de hojas de S. mombin comprueban que la accién inhibitoria de las
concentraciones de los extractos acuosos tienen efectos negativos sobre S. .

aureus 10 mg/mL y que frente a P. aeruginosa y C. albicans no evidencian

actividad inhibitoria.

Asimismo los extractos etanélicos a concentracion de 5 mg/mL
inhiben a S. aureus y a concentracion de 50 mg/mL lo hace frente a P.
aeruginosa mientras que la concentracion de 10 mg/mlL ya es eficaz contra

C. albicans.
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El extracto metandlico de hojas a 5 mg/mL tiene efectos sobre S.
aureus y a 10 mg/mL el efecto se incrementa sobre P. aeruginosa mientras

que con C. albicans se muestra infructuoso (Figura 6).

Los extractos acuosos y metandlicos a partir de corteza de la
misma especie forestal muestran un comportamiento sostenido de inhibicion
contra S. aureus y P. aeruginosa a concentraciones de 5 y 25 mg/mL para el

acuoso y de 5 mg/mL, en ambas bacterias, para el metanélico.

Los extractos etandlicos de corteza, muestran actividad contra P.
aeruginosa y S. aureus a partir de 25 mg/mL y frente a C. albicans la accién

inhibitoria se inicia a 10 mg/mL (Figura 7).
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Figura 6. Extractos crudos de corteza de Spondias mombin
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Figura 7. Extractos crudos de hoja de Spondias mombin

4.2.3. Extractos de Cedrela odorata
Los extractos acuosos obtenidos a partir de hoj‘as de C. odoraté
mostraron en todas sus concentraciones inhibicién solo frente a S. aureus, en
tanto que el etanélico a 10 mg/ml fue activo frente a C. albicans 'y S. aureus'y

con 50 mg/mL a P. aeruginosa (Figura 8).

A su vez los extractos de corteza tanto acuoso como metanélico
presentan actividad inhibitoria desde concentraciones menores (5 y 10
mg/mL) contra S. aureus, y escasa actividad contra P. aeruginosa; mientras
que los extractos etandlicos exhiben capacidad de inhibicion tanto contra las
cepas bacterianas a partir de la menor concentracién y contra C. albicans a

partir de 10 mg/mL (Figura 9).
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Figura 8. Extractos crudos de corteza de Cedrela odorata
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4.2.4. Extractos de Jacamnda copaia

Los resultados obtenidos de la determinacion de la CIM de

extractos de J. copaia, demuestran que a concentraciones de 5 mg/mL los
extractos etanodlicos a partir de hojas sélo muestran actividad contra C.
albicans, en tanto que el acuoso y el metanélico no evidencian notoria
actividad inhibitoria (Figura 10), en tanto que a la misma concentracién los
extractos metandlicos de corteza demostraron inhibir P. aeruginosa y el
etandlico a 10 mg/mtl lo fue contra S. aureus, pero el acuoso no demostré ser

eficaz para la inhibicién microbiana (Figura 11).

Es necesario precisar que los controles utilizados han verificado
que la accion antimicrobiana se debe a los constituyentes de los extractos y
no a los diluyentes usados, ademas no se ha presentado signos de toxicidad

por éstos en ninguna de las pruebas realizadas.
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4.3. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CiM)
Segun lo observado en el comportamiento de la actividad
antimicrobiana de los extractos se ha determinado los patrones de
susceptibilidad de acuerdo a la CIM encontrada, estos patrones se anotan en

el Cuadro 3.

Cuadro 3. Patrones de susceptibilidad determinados por la CIM

Pseudomonas
A115 A12° A13% A21%° A22° A23° B112° B12® B13° B21°% B22%° B23"°
c11%° ¢12° ¢13° c2175° c225° 23" D11°% D12 D13° D217%° D22

D23%°

Staphylococcus
A11% A12% A13% A215 A225 A235 B11° B12%° B13% B21" B22° B23® C11%°

c12° ¢13'° c21% c22"° ¢23"° D11%° D12%° D13%° D215° P22%° D23%°

Candida
A1175% A12% A13*750 A217%0 A22% A23%0 B11°%° B1210 B13%° B21°% 220
B23™%° ¢11”%0 12" c13°% c21°%° ¢22'° ¢23”%° D11°%° D12'° D130

D21>%° p22° D23%°

Interpretacion:

A Calycophyllum spruceanum

B: Spondias mombin

C: Cedrela adorata

D: Jacaranda copaia

Primer digito: 1, Corteza; 2, Hoja

Segundo digito: 1, extracto acuoso; 2, extracto etandlico; 3, extracto metandlico
Exponente: CIM en mg/mL
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El procesamiento de los datos mediante el SPSS version 12
demostré que existe diferencia significativa (p<0.01) entre la actividad de
los extractos etandlicos, metandlicos y acuosos , ya sea a partir de corteza
o de hoja de C. spruceanum, C. odorata y S. mombin con la actividad
mostrada por extractos etanélicos y acuosos de J. copaia asimismo el
ajuste estadistico sefialé una diferencia significativa (p<0.01) entre la
accion antimicética de los extractos etanélicos de todas las especies

probadas con los extractos metandélicos y acuosos de las mismas.

Segun este ajuste es indistinto el uso de cualquier extracto, sea
acuoso, metandlico o etanélico, de C. spruceanum, C. odorata y S.
mombin para lograr inhibicién del desarrollo bacteriano de los géneros
Pseudomonas y Staphylococcus. Los respectivos cuadros se anotan en

Anexos.



V. DISCUSION

Los resultados obtenidos han demostrado actividad
antimicrobiana variada, observandose diferencias importantes entre las
especies vegetales asi como en el tipo de extracto preparado, evaluandose el
efecto> inhibitorio (t6xico) con la aparicion de halos claros o turbios,
verificAndose que en algunos casos se observaron diferencias en el diametro

de los halos formados.

Comparando la actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos de hojas y de corteza en los distintos disolventes polares, se puede
comprobar que los extractos acuosos a partir de hojas de Spondias mombin
(Ubos) y Cedrela odorata (Cedro) inhiben mayormente Staphylococcus
aureus, mientras que los acuosos obtenidos de Calycophyllum spruceanum

(Capirona) muestran actividad contra S.aureus y Pseudomonas aeruginosa.

De los obtenidos de Jacaranda copaia (Huamanamana), los
acuosos de hojas muestran moderada actividad inhibitoria sélo para S.
aureus. Refiriéndonos a los extractos acuosos obtenidos de corteza de las
especies C. spruceanum, S. mombiny C. odorata éstas mostraron tener
actividad contra las cepas bacterianas. Sin embargo, los de J. copaia no

muestran actividad antimicrobiana.
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Los extractos etanélicos y metandlicos de hojas y corteza de C.
spruceanum, mostraron fuerte actividad bactericida y moderada fungicida,
siendo los de corteza ligeramente mas eficaces que los de hoja. Los extractos
etanélicos de hojas de S. mombin exhibieron actividad contra S. aureus y
Candida albicans con una ligera actividad contra P. aeruginosa, en cuanto a
los extractos etandlicos obtenidos a partir de corteza estos manifiestan
actividad antifungica a partir de concentraciones menores acompaiada de
actividad antipseudomonadacea, se hace evidente que a concentraciones
mayores la actividad abarca a las tres cepas microbianas ensayadas. Los
extractos metandlicos de hojas y corteza obtenidos de S. mombin
demostraron tener actividad solo contra microorganismos bacterianos (S.

aureus Yy P. aeruginosa).

Los extractos etanédlicos de hojas de C. odorata ostentaron
inhibicion de C. albicans. La accién antibacteriana de los extractos
metandlicos a partir de hojas de C. odorata es mas notoria a concentraciones
moderadas, sin embargo no muestran accion antifingica. Los extractos
etanélicos de C. odorata obtenidos a partir de corteza demostraron tener
capacidad de inhibir tanto las cepas bacterias como la de fungi, en tanto que
los extractos metandlicos de corteza de C. odorata mostraron ser

notoriamente eficaces contra las cepas bacterianas.
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Los extractos etandlicos de hojas y corteza de J. copaia

mostraron actividad antifiingica desde la menor concentracion.

Desde el punto de vista de la actividad antimicrobiana de
extractos crudos vegetales, nuestros resultados en términos generales son
coincidentes con los reportados por LAPENNA et al. (2003) quienes indican
que seis plantas de uso comin en Venezuela mostraron efecto antibacteriano
y antimicético mayormente en sus extractos acuosos y metandlicos, y
ademas sefalan que existen influencia significativa en la forma de obténcién
de los extractos en lo relacionado a la conservacion de los principios activos

presentes en el vegetal.

Por otro lado las concentraciones alcanzadas en la CIM son
relativamente bajas a las reportadas por DOMINGO y LOPEZ (2003) quienes
sostienen que concentraciones de CIM»de 100 a 1000 mg/mL de extractos
crudos vegetales son comunes encontrarios en experimentos de terapéutica,
sin embargo nuestro reporte indica que las concentraciones de la CIM son
similares y en algunos casos menores (5 mg/mL) a las concentraciones én
que actia los antibiéticos convencionales (generaimente 25 - 30 mg/mL)

(JENKINS et al., 1985; KIRBY et al., 1966).

No obstante CACERES et al. (2001) manifiestan que demostraron
actividad antifingica a concentraciones de 0.5 mg/mL con extractos acuosos

de 16 especies vegetales del Caribe utilizadas como medicinales en dicha
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regién. En ese éentido, en lo determinado por nuestra experiencia la minima
concentracion utilizada y efectiva ha sido 5 mg/mL, de écuerdo al
comportamiento antimicrobiano de las especies evaluadas suponemos que a
menores concentraciones nuestras especies vegetales presentan actividad
antimicotica y mas adn también antibacteriana, como los demuestran
nuestros extractos etanédlicos a partir de hojas de C. spruceanum y de J.

copaia.

En lo que se refiere al tipo de extracto segun el diluyente utilizado,
los extractos crudos obtenidos con etancl han demostrado tener mayor
actividad antibacteriana y antimicética mayormente de los preparados a partir
de corteza de las cuatro especies ensayadas. Al respecto, FERRO y CANELA
DE ALVARENGA (2000), indican que extractos crudos obtenidos de la
especie Anstolochia giberti efectuados por percolacién con etanol son mas
activos frente a los microorganismos grampositivos como Staphylococcus y
Bacillus y con cierta selectividad para P. aeruginosa que estos extractos
mantienen una estabilidad relativa de sus componentes por mas de cuatro
afios. Y en el mismo sentido ALARCON et al. (2004) mostraron que extractos
etandlicos de Haemotoxylon brasiletto (palo de Brasil) es mas efectivo para
inhibir a Vibnio cholerae una bacteria gramnegativa, y SILVA et al. (2004)
quienes indican que extractos etanédlicos de hojas de Ricinus communis
fueron activos contra S. aureus, Escherichia coli y C.v albicans. Esto es
comparativamente similar a nuestro hallazgo, relativo al extracto crudo

etanélico, sin soslayar que las especies vegetales son muy distintas.



Es interesante tener en cuenta que los extractos crudos acuosos
de tres especies probadas (exceptuando a J. copaia) han brindado un
rendimiento antimicrobiano aceptable y una selectiva accién frente a las
cepas bacterianas gramnegativas y grampositivas, demostrando que estas
especies podrian ser utilizadas mediante cocimientos de corteza u hojas para

evitar infecciones mediados por estos microorganismos.

Los extra&os metandélicos manifestaron actiyidad antimicrobiana
muy variada frente a las bacterias siendo los mas eficaces en la inhibicién los
extraidos de corteza de tres especies (con excepcion de J. copaia), sin
embargo no fueron efectivos contra C. albicans. Este resultado es contrario a
lo reportado por LAPENNA et al. (2003) quienes argumentan que los
extractos metandlicos obtenidos de las especies Manigera indica y Psidium
guineense, presentan mayor actividad antimicrobiana. Es posible que esto se
deba a lo muy variado de las especies que ellos utilizaron con referencia a
nuestras especies forestales y que sus extractos fueron concentrados y
resuspendidos en un volumen de hasta 100 veces de lo que se ha realizado

en nuestra investigacion.

La actividad antimicrobiana demostrada por nuestros extractos
denotan que sus constituyentes activos se han mantenido sin alterar en el
proceso de extraccion, estos podrian ser mucilagos, sustancias reductoras,

aminodacidos, taninos y flavonoides que se encuentran en el material seco y
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fresco, que no se alteran con el secado, lo que si ocurre con las
antocianidinas, segin lo fundamenta MARQUEZ et al. (1999). Dado la
actividad antimicoética verificada podemos asumir la existencia de flavonoides
y de acidos fendlicos que ademas de ser téxicos para las levaduras inhibirian
la actividad enzimdtica de la hialuronidasa y la actividad de fla
dihidrofolatoreductasa podrian dar explicacion a los efectos antimicrobianos
mostrados. Ademas la posible presencia de componentes cinamicos y
taninos, traerian como consecuencia la alteracion de las membranas y

motilidad bacterianas.

Con referencia a los métodos de obtencién de los extractos, éstos
han revelado que los extractos resultantes han conservado sus propiedades
fotoquimicas intactas por la actividad antimicrobiana demostrada in vitro, y
que comparandolos con los utilizados por investigadores extranjeros, han

funcionado 6ptimamente.



VL. CONCLUSIONES

Los extractos crudos acuosos de C. spruceanum, S. mombin, C.
“odorata son activos frente a bacterias y los de J. copaia muestran

escasa actividad antimicrobiana.

Extractos etanélicos y metandlicos de corteza de C. spruceanum, S.

mombin, C. odorata tienen actividad antibacteriana.

Los extractos etanélicos de hojas de J. copaia, C. spruceanum, S.

mombin, C. odorata denotan actividad antimicotica.

Los extractos crudos obtenidos de corteza de las especies en estudio
revelaron mejor comportamiento inhibitorio antimicrobiano que los

obtenidos de hojas.

Los extractos etanblicos y acuosos de C. spruceanum y C. odorata

tuvieron mejor rendimiento antibacteriano.
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Extractos etanélicos de J. copaia manifestaron notoria actividad

antimicotica.

No se encontr6 efecto toxico de los solventes sobre los

microorganismos indicadores utilizados.



VIl RECOMENDACIONES
. Profundizacién de la investigacion de nuevos agentes antimicrobianos.

. Incrementar en nimero de microorganismos de prueba a grupos mas

especificos de patégenos.

. Realizar ensayos de biotoxicidad de los extractos crudos que se

obtengan de diferentes especies forestales.

. Complementar el estudio con la determinacion e identificacion
fitoquimica correspondiente de los principios activos presentes en los
extractos por cromatografia en capa fina delgada y liquida de alto

rendimiento.

. Determinacién de: fracciones por Absorcién-Desorciéon en silicagel
G60, del punto de fusién, de los espectros UV, espectros IR y

espectros RMN (resonancia magnética nuclear).



ABSTRACT

Bactericidal and fungicide activity is valued from raw extracts of
four forest species determining its minimal inhibiting concentration (MIC) in
mg/mL front of indicative strains Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa and Candida albicans.

Watery raw extracts from Calycophyllum spruceanum, Spondias
mombfn, Cedrela odorata demonstrated to have inhibiting activity in
concentrations 5 to 50 mg/mL front of bacteria and them Jacaranda copaia
show scarce antimicrobial activity. Concentrations 5 and 10 mg/mL .from C.
spruceanum, S. mombin, C. odorata ethanolycs and methanolycs bark
extracts have antibacterial activity. Being the ethanolics and watery extracts
from C. spruceanum and C. odorata those that had better antibacterial yield.

Also ethanolics leaves of J. copaia, C. spruceanum, S. mombin,
C. odorata reveals fuhgicide‘ activity starting from concentration 5 mg/mL,
standing out the extracts ethanolics of J. copaia.

The obtained raw extracts bark of the species in study revealed
better behavior antimicrobial inhibiting that the obtained ones give leaves.

No was toxic effect for the solvents on the used indicative

microorganisms.
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A. Preparacion de los extractos crudos

Figura 12. Material pulverizado de
corteza y hojas de Calycophyllum
spruceanum

Figura 13. Material pulverizado
de corteza y hojas de Spondias
mombin

Figura 14. Material
pulverizado de corteza y
hojas de Cedrela odorata

Figura 15. Material pulverizado
de corteza y hojas de Jacaranda
copaia




Figura 16.
Pulverizados de
corteza y de hojas de
las especies
forestales en estudio
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Figura 17. Pulverizados
de hoja de las especies
en estudio

Figura 18. Pulverizados

de corteza

especies en estudio

de las




Figura 19. Extractos

crudos preparados

Figura 20. Extractos

crudos en matraces

Figura 21.
Conservacion de los
extractos crudos

preparados
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B. DETERMINACION DE LA CIM
B1. SIEMBRA DE CEPAS MICROBIANAS INDICADORAS

Figura 22. Siembra por
diseminacion en superficie
sobre placas con cuadricula
donde se realizara la CIM de
los extractos

Figura 23. Realizando Ia
siembra por diseminacion

sobre las placas con “’«»,M v
. T w
cuadricula e i o f};\

Figura 23. Incubacion de las

placas sembradas
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B2. PREPARACION DE LOS INOCULOS DE EXTRACTOS CRUDOS

P..ge Figura  24.  Tubos  con

sobrenadantes resultantes del

= 5 centrifugado de los extractos

Figura 25. Sobrenadantes
trasvasados en viables para
su distribucion en la CIM

' &r::;? ¢ ‘r\r-‘ L S e

iy i h ~ Figura 26. Viables con los
H % extractos que se han de

evaluar en la CIM

\
|
|
{
i
- . -



60

_Figura 27. Viables con
extractos de J. copaia

Figura 28. Serie de placas
que se realizan en la CIM de
los extractos crudos

Figura 29. Serie de placas - “ Fo ,
utilizadas en la determinacion B o T »
de la CIM - o . %




B3. REALIZACION DE LA CIM
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Figura 30. Técnica de tomar el
in6culo para la determinacion de
la CIM

Figura 31.

Depésito  del

in6culo sobre un recuadro de
la cuadricula de ia placa de
CiM

» 7 i P
. i § “ s \ |
i v
; jf
\ i h x'~- ,‘
MY o -r /

Figura 32. Depésito de la
alicuota sobre la placa de CIM



Figura 34.
Determinacion de la CIM

62

Figura 33. Realizando

las siembra para la CIM

Figura 35. Depésito de
inéculo de extracto para la
CiM



Figura 37. Resultado de la
CIM se puede apreciar los
halos de inhibicién formados

Figura 36. Placas
mostrando el resultado
de la CIM

PN

omut R
shplbs 4 - !
A ) /

Figura 38. Halos de
inhibicion formados luego
de la incubacién
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Figura 39. Desarrollo de
halos de inhibicidbn en
placas de CIM con P.

aeruginosa

Figura 40. Apariencia de
una placa de CIM con S.

aureus luego de la

incubacion

Figura 41. Observacion de halos

de inhibicién en placa de CIM con
C. albicans




C. Datos originales

C1. Determinacion de la CIM

Calycophyllum spruceanum “capirona” (A)
Halos de inhibicién (mm)
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. HOJA (A2) CORTEZA (A1)
cc. | T | Pseudomona | Staphylococus Candida Pseudomona | Staphylococus Candida
110 0 0}]27 26 26| 0 0 O 18 20 20125 20 240 O O
2130 27 28134 33 32120 20 20}|25 30 27{25 20 26115 10 10
5§ 13122 21 21130 29 28111 10 9 27 30 28121 30 24110 10 10
mg/i4] 0 0 OO O O]JO O O ¢ 0 0}J0 O O}0 0 O
mL|{§5]0 0 O0]20 20 20]0 0 O 0 o 010 O©0 O0}j0 0 O
6121 20 20125 24 2410 0 O o 0 010 O O0)]J]O 0 O
7]/30 30 30130 27 2910 0 O 30 30 3030 30 30 o0 O
8{/0 O O}0 O O }}30 30 30 0O 0 OoO}joO0O O O01]30 30 30
110 0 O0}l19 18 18| 0 0 O 18 20 21126 30 2810 O O
2132 30 29137 38 36|34 21 22 31 30 30|25 20 27121t 19 20
3|36 32 33}136 35 34115 14 141126 30 27131 30 32|11 10 10
10j4j]0 0 O0O}O0 O O}jO0 O O 0O 0 0oJ]o o O0}0 O O
mg/{j 0 0 O0O]O O O0]J]O0 O O 0 0 OjJO0O O O}JO0O O O
mL]6]0 O OO0 O O]1 2 4 ¢ ¢ 0]J]0 ©0 O0]O0 O O
7130 30 30120 21 2310 O O 30 30 30|30 30 30}j]0 0 O
80 O 010 O O30 30 30 0 0 O0}jO0 O O {30 30 30
1]15 13 14|27 26 270 0 O 20 20 20728 30 300 0 O
2|36 34 31|34 34 32125 26 24|27 30 28]26 30 28|23 19 22
3124 23 23143 41 40116 14 141131 25 26§31 26 24113 10 12
25{410 0 0|0 0 O]JO O O 0o 0 0jo 0 0}0 0 O
mg/j5{ 0 0 O}O0 O 010 O O o 0 0oj0 O O0O}j0 O O
mL|6)0 O 0} 0 O O0}2 3 5 0O 0 00 O 00 O o0
7130 30 30{30 30 30{0 0 O 30 30 30|30 30 30j]0 0 O
8]0 O 010 O O01]3 30 30 0 0 0}10 O O0130 3 3
1130 31 29130 30 3|0 0 O 30 30 31132 30 300 0 o
2136 34 35}35 33 31|37 3B 37 32 32 33|42 40 37|30 30 31
3/35 33 33|33 30 32132 30 30 31 30 29]43 40 36|18 16 15
50|40 0 O0jJ0 O O0]JO0 O O ¢ 0 O0OjO O OO0 O O
mg/|5] 0 O O0}O0 O O0}12 2 2 0O 0 0J0O0 O O]JO O O
mL|{6}J] 0 O 0|2 2 3|3 3 5 0 0 0jJ0 O O0j0 0 O
7130 30 30J20 20 26010 O O 30 30 3030 30 30j0 o0 O
8j0 0 0jJO0 O O30 30 30 0 0 0]O0O O O0])30 30 30




Spondias mombin “ubos” (B)
Halos de inhibicién (mm)
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HOJA (B2) CORTEZA (B1)

cc. | T | Pseudomonas | Staphylococus Candida Pseudomonas | Staphylococus Candida
110 0 0116 18 18| 0 0 O 177 18 16|22 22 2010 O©0 O
2/l0 o0 o0}28 20 30}12 17 15|18 18 18| 0 O O |15 12 12
§13lo0 0 0]26 24 230 0 O 20 20 25125 24 2510 O O
™/lal o 0 o|lo o o[o o o|l[o o o]0 o oo o o
$§]0 0 O0O}J0 O OjJO O O 0O 0 O0OjJO0 O O}j0 O O

6] 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 ©
7130 30 30]30 30 3010 0 O 30 30 3030 30 300 0 O
8/ 0 O 0 0 0 04]20 20 20 0 0 O 0 0 O0]20 20 20
110 O 0122 20 2010 0 O 17 18 20122 22 2210 0 O
2| 0 0 0128 28 25|21 20 20 18 16 16] 0 0 0|25 25 23
3135 32 30130 30 3010 0 O 20 26 28128 26 2810 O O
:‘g, 4o o olo o o]o o o o o olo o o0 O O
m.1850 0 O} 0 O O}1O O O 6 0 030 0 O0]J0O0 0 O
6] O 0 0 0 0 0 0O 0 O 0 0 0 0 0 0|0 0 O
7130 30 3030 30 30j0 0 O 30 30 30130 30 30j0 0 0
8i{ 0 0 0 0 0 0120 20 20 0 0 0 0 0 0120 20 20
110 O 0|3 34 30]0 0 O 20 21 22120 22 1910 0 O
2115 10 10130 30 30}25 25 24 32 34 35129 30 32|31 26 24
2513130 30 30|30 30 300 0 O 30 32 3630 30 30j0 0 O
'.',"‘i' 4|1 0 0 0 0 0 0 0O 0 O 0 0 0 0 0 0j0 0 O
5§10 0 0 0 0 o0jo0o 0 O 0 0 0 0 0 0(10 O O
61 0 0 o0 0 0 0]j]0 O O 0O 0 O 0 0 010 0 O
7130 30 30430 30 30|60 0 O 30 30 30|30 30 3]0 o0 O
8/]0o 0 O0}j0 O o0}20 20 21 0 0 olo o0 o0}20 20 20

11 0 0 013 30 300 0 0 32 30 32116 14 15|10 0 O
2120 20 18} 33 33 30|30 35 32 36 34 33|29 28 32(36 32 34
5013130 30 30133 32 2610 0 O 40 40 40130 30 35126 26 26
':‘?_' 41 0 0 O 0 0 0]0 0 0 0 0 o 0 0 010 0 O
5§10 0 0 0 0 o]J]o O O 0 0O 0 0 0 0jo O O
6/ 0 O 0 0 0 0 o 0 O 0 0 0 0 0 0 0O 0 O
7130 30 3030 30 3010 0 o0 30 30 30130 30 3|0 0 O
80 O 0 0 0 0 ]1]20 20 20 0 0 0O 0 0 O0]20 20 20




Cedrela odorata “cedro” (C )
Halos de inhibicién (mm)

67

HOJA (C2) CORTEZA (C1)
cc. | T | Pseudomonas | Staphylococus Candida Pseudomonas | Staphylococus Candida
110 0 o01}122 21t 2010 0 0O 16 16 13|20 20 2010 O O
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Jacaranda copaia “huamansamana” (D)
Halos de inhibicién (mm)
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C2. Anadlisis estadisticos.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Pseudomonast Extractos 6159.969 7 879.996 18.604 .000
Eror 1135.250 24 47.302
Total 7295.219 31
Staphylococcus1  Extractos 6531.000 7 933.000| . 22.116 000
Error 1012.500 24 42.188
Total 7543.500 31
Candidat Extractos 5182.875 7 740.411 39.401 .000
Error 451.000 24 18.792
Total 5633.875 31
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Pseudomonas1 Concentracion 82.094 3 27.365 .106 956
Error 7213.125 28 257.612
Total 7295219 31
Staphylococcust  Concentracién 212.500 3 70.833 271 846
Eror 7331.000 28 261.821
Total 7543.500 31
Candida1 Concentracién 123.125 3 41.042 .209 890
Ermor 5510.750 28 196.813
Total 5633.875 31
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