- 005478
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

“Investigacion del Posible Efecto
Inhibitorio que ejerce La Calea

Urticifolia sobre Pseudomona.sp”

TRABAJO DE GRADUACION PRESENTADO POR

Ana Delmy Hércules Morataya
José Alexander Alabi Mendoza

PARA OPTAR AL TITULO DE
Licenciado en Quimica y Farmacia /-~

I &
I
[ z
".I\ -
\\

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA.



va by 2
A 7

O81 ¢3¢
" UES BIBLIDTECA CENTRAL

st Wi

ENTARIO: 10116450

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTDOR

DR. MIGUEL ANGEL PARADA

S CRETARID

DRA. ANA GLORIA CASTANEDA DE MONTOYA

DECAND

DRA. AMELIA RODRIGUEZ DE (XRTES

CRETARIG

w
™

DRA. AMINTA ACEITUNO DE KAFIE

ASESOR

LIC. SALVADOR GASTILLO AREVALOD



JURADD CALIFICADOR

LIC. RHINA ANTONIETA TOLEDD

LIC. MARIA HERMINIA HERNANDEZ D& LUNA

LIC. MARIA ARACELY CU3IAS

LUGAR DE PRACTICAS’

Leboratorio de lz Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El1 Salvador



ESTE TRABAJO HA SIDO REALIZADO DENTRO DEL PROYECTO

" DBTENCION Y APROVZCHAMIENTC DE EXTRACTOS VZGETALES

DE LA FLORA SALVADDRENA"™

QUE SE LLEVA A CABO EN LA FACULTAD DE QUIMICA Y FARMA

CIA DE LA UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR, BAJOD COLABORA -~
CIDN DE LA ORGARNIZACION DE LOS ESTADBS AMERICANCS =

(0eEeA.)



DEDICATDRIA

A DICS TODOPCDEROSO Por iluminarme

A MIS PADRES

Miguel Angel Hércules

Cristinz Maorataya de Hbrcules

POR 5U AMOR E INMENSOD SACRIFICID

A MI ESPOSO : José Francisco Melara Del Cid
POR SBRINDARME SU APOYQ
A MIS HIJOS : Angel Francisco

Héctor José

CON TODC AMDR

A MIS PRCOFESCRES, AMIGOS Y DEMAS FAMILIA

ANA DELMY HZRCULES



DEDICATORTIA

A DIOS TODOPODEROSO - Por permitirme lleagar el final de l=z Jjor

nada emprendida.

A MIS PADRES: Victor Alabi

Maria Magdalena Mendoza de Alabi

CON PROFUNDD AMOR Y RESPETO POR HABERME

ENSENADD EL CAMIND DEL EXITC.

A MI ESPOS5A : Blanca Margarita Méndez de Alzbil

CON TGDO MI AMDR

A MIS HIJGO S: Schad Mzrparita
José Alexander
Luis Nazareth

CON TERNURA

A MIS HERMANOS : CON TODCD RESPETC

A MIS PRBFESO0RES, AMIGOS Y DEMAS FAMILIRA.

JOSE ALEXANDER ALABI MENDDZA



3

AGRADZCIMIENTO

AL LICENCIADT S5ALVADCR CASTILLG AREVALD

Por su valicsa coleborazifn y direccifin en e1 desarrollo cel prz

sente trabajoe

A LAS DOCTORAS: MERCEDES RAMOCS VELASCUZ

RDSA MARIA FORTILLD DE RIVAS, vy

PRCFESCR: JORGE ADALBEIRTLC LAGAOS
Por su valinsz y deainicrzsada cclaborzcibne

A LCS MIEFSROS DZL JURADD CALIFICADDR

Por la revisifin y evaluecifin del trabzice

AT A Pt AT AT
MRl LU CULDIAY U1lRL '
CSCAR BERARDO COREAS.
& NUZSTRCS PROFESORES, LCOMPANIRDS Y AMIGOS.
AL PERSCNAL JUE LAZSC0RA Ef! LC3S DZPARTAMILTOS DZ MICRGEICLCEIA DT -



A LA DRGANIZACICN DE LDBS ESTADOS AMERICANGS (0.E.A)

Que bajo sus auspicios se llevd a cabo el presente trabajo de

graduacifn.



INDICE

I. RESUMEN

II. INTRODUCCIOWN

III. DESCRIPCIDON BOTANICA

1v. PARTE EXPERIMENTAL

AR. HMATERIAL Y EQUIPO

1l MATERIAL

1.1
1.2
1.3
1oL
1.5

1.6

Especle Vegetal
Microorganismo

Medios de culiivo
Reactivos y Disolventes
Cristaleria

O0tros

2. EQUIPD

8s METODGS Y PROCEDIMIENTOS

1. METODOLDGIA DE CAMPO

2. METCDOLOGIA DE LA3GRATORIO

2.1.

2.1.

2.1.
2¢1e

1e Tratamiento de la plante
2. Extracciones

3 Pruebas preliminares

XN E NE NE L X E R

4., Preparacibn de las dilucicnes de los

extractose.

PAGINA

20
20
20
20
20
21

21

21=22

23

23

23

23
2L

24



Ve

Vi.

VII.

viili.

IX.

2.2

2.4

245

2.6

RES

RECOLECCION DE LA CEPA DE Pseudomona SePe eee

PRUEBAS BIOQUIMICAS OEL MICRODRGANISMO

DE PRUEBA,

PREPARACION DEL MITROORGANISMO DE PRUEBAceses

DETERMINACION DEL POTENCIAL DE INHIBICION

POR EL METOOD OE CILINORO PLACAS,

FUNDAMENTO DEL METODQO

ULTADOOS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

CON

AN

1.

2e

3e

L.

B I

CLUSIDNES

EXOS

Técnica de Clarcks
Fbrmulas Quimicas
Espectros

Preparscifin del standar Mc Farland.

BLIODGRAFIA

PAGINA

25

25=28

28

28-29

30

31-35

36=38
39-40

41-50

42
b3-b
55-49

50

51-56



I RESUMEN



1

2)

3)

L)

- 12 =

I. RESUMEN

Se hicieron extraccilones del material vegetal seco, en un
soxhlet, obtenléndose tres extractos diferentes : Clorofbrmi

co, metlnolico y etéreo.

Se determind la presencia de sesquiterpenlactonas, en los tres
extractos brutos y de la mezcla de sesquiterpenkactonas (T.
CLARCKS), por medio de cromatograffa en capa fina y espectros

al I.R.
Se prepararon diluciones, de 10 a 10,000 pe.pem. de los tres ex

tractos brutos y de la mezcla de sesquiterpeniactonas (T.

CLARCKS), para su aplicacibn en el mftodo microbiolégico.

Se determind la inhibicibn del crecimlento de Pseudomona s.p:

utilizando extractos de la especie botfnica Calea urticifolia

(Juanislama), de la familia de las compuestas (tribu heliante-

ae)
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II. INTRODUCCION

Para continuar con la investigacifin de plantas medicinales de

El Salvador, se selecciond la Calea urticifolia, que pertenece a

la familia de las compuestas, llameda comlinmente, Juanislama, espe
cie caracterizada por poseer lactonas sesguiterpénicas del iipo —
del Germacyano. (1) (ver Anexo N2 2) Y gue es utilizada por la me=
dicina folklérica salvadorefia, atribuyfndole propiedades antirreu-
maticas, vermifugas, antiulcerosas y antibacterianas, Por otra -
parte se le stribuyen propiedades antitumorales, como a la mayor -
parte de las especiea, en las gue apareceﬁ las mencionadas lacto

nas sesguiterpénicas.

Las sesguiterpenlactonas, se encuentran difundidas en las fa-
milias vegetales, entre las cuales, las compuestas revisten mayor
importancia, debido a que mis del 50% de las Lactonas descritas,se

han aislado de sus diferentes géneros .

Estos compuestos, son importantes por sus propledades farmacg
lﬁgicas, fundamentalmente, citotfxicas, antitumorales, analgésicas,
amebicidas y por su acciln microbiolBgica en la inhibicién de bac-

terias gram(+), como Stafilococcus sureus y Levaduras coma Chndida

(1) Dom$nguez, Xorge R. MEtodos de investigacibn Fitoguimica,
1a. ed., Editorial Limusa, Méxicae



albicans (2).

Se ha determinado que la mayoria de sesguiterpenlactonas, que
paseen un grupo 7‘ -Lactona, o -~ Efﬁinsaturado presentan este tipo
de actividad, debido a la propiedad de efectuar una alguilacibn de
los grupos sulfihidrilos presentes, en las moléculas enzimiticas -

(3) (ver anexa NQ@ 3). Este estudio, tiene como objetivo investi

gar la accifn inhibitoria que dicha especie pudiera ejercer sobre

el crecimiento de la bacteria gram(-), Pseudomona s.p:., en vista

de que hasta la fecha no han sido reportados estudios que pongan -

de manifiesto dicho efecta.

Adem&s la Pseudomana 8<ps participa frecuentemente en infec
ciones mixtas, produce infecciones en herides y gquemadurss, mdando-
luygar a pus verde azulose, necrosis fecal de la piel, meningitis
(cuando accidentalmente es introducida por puncifn lumbar), e in-
fecciones en vias urinarias (cuando es acarreada por catéteres,

instruments o por irrigacibn de soluciones).

Por otra parte, es una de las bacterlas que es resistente a
la mayoria de agentes antimicrabianos comlnmente usados, por tan-

to se selecciond la Calea urticifolia, a fin de buscar una droga

(2), (3) : Revista Latinoamericana de Quimice Vol. 8/2,
ORGAND OFICIAL DE LA FEDERACION LATINOAMERICANA
DE QUIMICA AL SERVICID DE AMZRICA LATINA,
Consejo Editorisl Presidente Dr. Jes(s Romo
UeNeAeMe Instituto de Quimica,
Ciudad Universitaria, México 20, D.F.



que venga a contribuir a le solucibn de los problemas antes men-
cionados, gque tienen gran incidencia en la mayoria de los hospi-

tales de nuestro pais.
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IIT. DESCRIPCION BOTANICA

Especie eeccccscssss Calea urticifolia (Mill,) DC
Tribu eceseesssssss Helianteae

Familia esesceccsese LOmMpuestas

Nombre com{iNeeeceseesses Juanislama, Guanislama,

amargdn.

La Guanislama es un arbusto erecto de. 1 a 2 metros de alto,
ramificado y densamente piloso. Es comln en diferentes zonas del

pais, tanto en la tierra caliente como en la templada.

Las hojes san sencillas, opuestas, con peciolos cortos, de -
bordes aserrados, pilosas, trinerviadas y de forma ovalada a ablon
ga lanceoladas o eliptico-lanceoladas; haz rugoso y fspero; envés -
también éspefo y més claro que el haz; flores amarillas, reunidas -
en capitulos, dispuestas en inflorescencia umbeliformes (s menudao,
son mAs cortos que las hojas) con pedicelos delgados que miden en-
tre D.5 - 2.5 cm de largo; las umbelas estén sostenidas por pedice-
los largos vy axilares; los frutos son aquenios sproximadamente de -

25 mm de largo, piloso, papos con escamas de 3.4 mm de larga.
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A. MATERIAL Y EQUIPO

1. MATERIAL .

1«1 Especie vegetal : Calea urticifolias

1¢2 Microorganismos ¢ Pseudomona 8.pe

1.3 Medios da cultivo:

- Agar Tripticasa soya (T.S.R.)

= Agar Nutritivo

= Agar Mueller Hinton

- Agar Tres Azucares y Hierro (T.S.1.)

- Agar Citrato de Simmons

-~ Caldo Urea

- Caldo Triptbfano

- Solucifn salina estéril 0.9%

- Standar Macfarland 0.5 x 10B ml
14 Reactivos y Disolventes :

- Cloroformo C.R.

- Metanol C.R.
- Eter de petrbleo C.R.
- Propilenglicol

- Agua destilada estéril
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1.5

1.6

EQU

Benceno C.R,
Acetona COR.

Iodo (Revelador)

Cristaleria

Material de vidrio de rutina usado en el Laboratorio

de Farmacognosia.

Material de vidrlo proplc de Lsboratorio microbiolf

gicq

tros

Espétulas
Microespftulas
\Regla.milimitrada
Pinzas de extensifin
Pinzas de sostén

Mallas de asbesto.

PO

Balanza Granataria
Balanza anelitica

Mechero



Mantas de Calentemiento CattMllhs  Ser N@ 31031A,
Cocina elbctrica

Espectrofotbmetro I.R. Perkin Elmer Mod: 710A,
Placas Cromatogrificas 5 x 20 cm

Refrigeradora General Electric -

Estufa

Autoclave

Cilindros de ecero inoxidable

Incubadora

Termostato VG1308 NV120

Bafio de Marf{a.

oy
F L



B.

METODOS Y PROCEDIMIENTOS

1o

2

METODOLDGIA DE CAMPO

La planta fue recolectada en el departamentoc de Sonsonate

en los meses de Junic y Julioc.

METODOLOGIA DE LAHORATORIO

2101

2.1e2

Tratamiento de la planta
a) secado

b) pulverizado

Extracciones
El materisl seco y pulverizado, es sometido al prg
ceso de extraccibn en un soxhlet.

Utilizando tres disclventes :
a) 6Gter de pétroleo

b) cloroformo
c) metanol

Con la@ ‘mitad del extracto clorafbérmico se siguib
la MARCHA DE CLARCKS para la obtencibn de la mezcla

de sesquiterpenlactonas (ver anexo N2 1)



2.1,3 Pruebas preliminares
- Obaervaciﬁn directe de las caracteristicas

organolépticas de los extractos.

= Pruebas cromatogrificas en capa fina, varian

do la polaridad de la fase mbvil,

- Espectros al I.R. para identificar bandas ca
racteristicas de las Lactonas sesquiterpéni-

cas presentes. (Ver espectros en Anexos NO &)

2e1ls Preperacibn de las diluciones de los extractos -
de la planta.
Tanto los extractos, cloroffrmicos, metenflico y
etéreo, s8¢ como de la mezcla de sesquiterpenlag
tonas (T.CLARCKS), se hicieron diluciones con -
agua destilada estéril y propilenglicol comp di-

luyente (4), a las siguientes concentraciones

(4) Revista Latinoamericana de Quimica, vol 70/4, Organo Ofi-
cial de la Federacibn Latinoamericana de Quimica, al ser-

vicio de América Latina, Cap I.
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10 pepem, 100 pepeme 500 pepemMme,- 1000 popem, S000 pep.

me ¥ 10,000 pepeme

RECOLECCION DE LA CEPA Pseudomona Sepe

La cepa de Pseudomona s.p., fue proparcioneda por 1Ins hnspita

les ANTEL, ROSALES, MATERNIDAD,

PRUEBAS BIOQUIMICAS DEL MICROORGANISMO DE PRUEBA

Las pruebas de identificacibn bioquimicas estfn basadas en -
las necesidadés energéticas de las bacterias y ponen de mani-
fiesto caracteristicas propias de cada microorganismo, facili

tando es{ su identificacibn.

a) Desdoblamiento de UREA:
Se sembrd densamente la superficie del medio agar
Urea, o emulsionar la colonia bacteriana en caldo ures,
incubar por 24 horas a 3790, 51 hay asctividad de la
ureasa, desdoblarf la urea con produccifn de amoniaco, y
cambio de color del indicador; sl medio se turnaré rosado
total o parcialmente.

La Pseudomona s.pe dif (-) esta prueba.

b) Utilizacibn de citréto :

Se inoculdé el egar Citrato de simmons, incubar por 24 ho-

ras y observar la Reaccibn.



c)

d)

La utilizacifin de citrato como fuente Gnica de carbo-
no, en un medio sintético (Simmons), puede ser apre -
cleda cuando el indicador que se afiade al medio (azul

de bromotimal), recupera su color alcalino (azul pru -

i

sis) a medida que se oxida el radical citrato.-
Reaccibn serf posiktiva si se forms color azul prusia (
azul intenso)

La Pseudomona s.p. dio (+) esta prueba.

Prueba del Indol

Se inoculf el caldo de triptosa o triptona, incubar 48 h,
afiadir 1 ml de &ter o xilol agitar bien y dejar reposar
por unps minutos hasts que el solvente suba a la super-
ficie. Suavemente afiada aproximadamente 0.5 ml del =
Reactivo de ERLICH, de manera que baje por las paredes
del tubo y forme un anillo en la interfase entre el me~
dio de cultivo y el solvente. Cuando el resultado sea
positive se formari un anillo rojo brillante justamente

debajo de %a capa del solvente.

Si el resultado es negativo no se producirf color.

--La. Psgudomona s.p. dib negativa esta prueba.

Prusbha de Voges~PROSKAUER :

Se inoculb el medio de R.Me-V.P. (Rojo de Metilo Veoges



e)

)

Prosksuer) incubar 48 h, afiada 15 gotas de <©C =Naftol
al 5% en alcohol etilico absoluto y 10 gotas de KOH al
4L0%, la prueba es positiva si se desarrolls color Ro-
jo en 15 a 30 minutos.

Este medio se utiliza para determinar la presencia de -

acetilmetilcarbhinol, a las 48 horas.

La Pseudomona s.p. di6 negativa esta prueba.

Prueba de Rojo de Metilo.

Se inoculb el caldo Rojo de Metilo-Voges Proskauer, du -
rante 24-48 horas, afiadir 5 gotas del reactivao.

La prueba es positiva si hay desarrollo de colar Rojo,
detectando asi la formacibn de Acidao. Y el resultado
es nepativo cuando hay desarrollo de color amarillo,

La Pseudomona s.pe. dif negativa esta prueba.

Movilidad en Medio Semisflido.

Con el esa recta, se tomb una colonis y se introdujo per
pendicularmente, en el medio hasta 2/3 partes del misme,
incubar de 18-24 horas. Las bacterias mbviles se difun
den a partir del trazo de inoculacibn a las 18 8 24 ho-
Tase.

La Pseudomona ss.p dif positiva esta prueba.
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g) Prueba de Agar Tres Azlcares y Hierro (T.S5.I.)

Con un asa en aguja se tomb una colonia, puncionar pri-
mero el medio hasta el fondo y luego estriar el inbculo

sobre el bisel, incubar 24 h y Leer.

tste medio se utiliza para determinar la fermentacifn de
dextrosa, Lactosa y/o sucrase y la produccifin de sulfurc
de hierro.

En el casoc de la bacteria no fermenta ninguna azlicar.

(VER RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS EN PAG N2 33)

PREPARACION DEL MICROORGANISMO DE PRUEBA

Se efectuaron resiembras cada semana a partir de una cepa pu
ra gque ha sido mantenida en refrigeracifbn de 4QC a 5QC en =
caldo nutritivo. Un dia antes de la prueba, inocular la cg
pa bacteriana por el método de estrfas, en placas con medio-
de cultiva de tripticasa soya agar (T.S5.R.), e incubar a 37QC

por 24 he

DETERMINACION DEL POTENCIAL DE INHIBICION POR EL METODO DE =

CILINDRO PLACA

a) Suspensifin del microorganismo.
A partir del cultivo de Pseudomona s.p, en placas de =

tripticasa soya Agar (T.S.A), en su fase exponencial si-



b)

c)

- 29

guiendo las técnicas microbiolfgicas adecuadas de asep-
sla, se inoculd la bacterie en un tubo conteniendo soclu-
cibn salina estéril 0.9%, agitar hasta formar una suspen
s1bn uniforme, luego comparar la turbidez aprnalmduatuun~

el standar Mcfarland 0.5x10B ml. (ver pég 50).

Inoculacibn del Microorganismo

Se inoculb el microorganismo de prueba en las placas de

Petry que contienen 20 ml de medio de cultivo MUELLER

HINTON Agar, por el método de Extendido utilizando para

ello isopos estériles impregandos con la suspensifin del

microorganismo , extendiéndose uniformemente sobre toda
la superficle del medio de cultivo; secar los extendidos

por diez minutos.

Aplicacifin de los extractos acuosos.

Colocando sobre la superficie del medio, los cilindros de
acero inoxidable, equidistante uno del otro, con una sepz
racifn de 10 mem. Bproximadamente, utilizando seis cilin-
dros por placa, afiadiendo dentro del cilindre con mucho -
cuidado, sels gotas del extracto, con pipeta Pasteur, in-

cubar las placas a 378C por 24h, se midiereon los difme -
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tros de los halos de inhibicifn con una regla milimitra

dae

Todas las pruebas efectuzdas se hicieron por triplicado,

llevando testigo positivo y testigo negativo.

FUNDAMENTD DEL METODO,

El Método se basb en le difusifin del extracto de Calea

uyrticifolia en splucibn desde un cilindro vertical so-

bre una capa de agar solidificado gque contiene en la su-
perficie el microorganismo de prueba, presentando un ha-
lo de inhibicibn elrededor del cilindro que contiene la

solucibn del extracto vegetal, cuando esta bacteria es -

susceptible.



v RESULTADOS
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3e

L.

5.

RESULTADEDS

Rl tratar el extracto cloroffrmico con la técnice de Clarcks,
se obtuvo una resina amarille transparente. (Mezcla de Sesqui

terpenlactonas)

En cromatografia en caps fina, la mezcla de sesquiterpenlsactg
nas y los extractos brutos, presentsron algunas manchas similg

TESe

En los espectros al I.R. se obtuvieron absorciones a una longi

tud de onda de 1700-=1750 cm-1 (ver anexo phgina (45-45)

Los extractos brutos y la mezcla de lactonas sesguiterpénicas
(T. Clarcks), presentaron escasa solubilidad en agua; mbs al-

usar el propilenglicol, la solubilidad aumentf.

Las diluciones efectuadas de los extractos brutos fueron de cg
lor verde; mientras que, hechas con la mezcle de sesquiterpen-

lactonas (T. CLARCKS), se observaron cleras.
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e PRUEBAS B8IOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE LA BACTERIA Pseu
domong Sep. * '

MIGRODR ROJ0 VOGES- | UTILIZA MOVI coLOo
GANISMD | o | DE PORSKA | CION DE |UREA | LI  |T.5.I. | RA

DE METILO | UER CITRATO DAD CION
PRUEBA DE

GRAM

S S el

am

SePe

——

N/N (=)

!
!
1
+
!
+

Pseudomona

Las respuestas obtenidas en dichas pruebas son caracteristicas de la bac

teria en estudio.

*  Dr, WILLIAM BURRDWS, tratado de Microbiologia, traducido al espafiol
por el Dr. Roberto Espinosa Zarza, vigésima edicibn, editorial intg

ramericana, afio 1974,



INHIBICION DE Pseudomona s.p. A DIFERENTES CONCENTRACIONZS CON
LOS EXTRACTOS ENSAYADQOS,

CONCENTRA EXTRACTO EXTRALCTO EXTRACTO MEZCLA DE
CION EN CLOROFOR METANOLI ETEREQG SESQUITER
PePaeMo MICO Co. . PEM ACTOL
NAS. -
10 + + - +
100 + + - +
s00 + + - +
1000 ++ ++ - ++
5000 ++ ++ : + ++
10,000 +++ +++ ++ +++

SIMBOLOGTIA:

+++: Zona de inhibicibn de 12-14 mem.
++: Zpna de inhibicibn de 10-12 mem.
+: Zona de inhibicifBn de 8-10 meme

—: Ausencia de Zona de inhibicibn
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En tadas las pruebas realizadas, a las diferentes diluciones,
tanto de los extractos brutos, comn de la mezcla de Lactonas

sesquiterpénicas, (7. CLARKS), se observaron halos de inhibi
cibn de crecimiento, a excepcifn del Extracto etéreo gue sblo

presentd inhibicibn a las concentraciones més slia. ==~ ~=s



Vi INTERPRETACION DE RESULTADOS



1)

2)

3)

L)

5)

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En cromatografia en capa fina, se obtienen mejcres resultados
en la identificacifn de manchas con la mezcla de sesguiterpen
lactonas (T. Clarcks) ya que éstas se encuentran en forma més
puras, por ln que se toma coma patrfin de comparacifn para las

cromatografias realizadas con los extractos brutose.

€n los espectros al I.R, se observaron abscrciones de 1700 -
1790 cm-1 que dan indicio de que tenemos Lactonas sesguiter -

pénicas.

Se utiliiﬁ la Técnicse de Clarcks, parsz eliminar la clorofila
a fin de obtener halos traslicidos, por cuanto en los extrac-
tos brutos la clorofila daba lugar a la formacibn de halos de

color caff.

Las respuestas biequimicas obtenidas nos identificaron y de -

terminaron la pureza de la Pssudomona Sepe.

Para la extraccibn de los principios activos que ejercen el -

efecto inhibitorioc sobre el crecimiento de Pseudomong SepDe,

los mejores resultados se obtuvieron con los extractos metanf
lico y cloroférmico; mientras que con el etéreo sblo es efi -

caz en concentraclones altas.



Seglin los resultados obtenidos, el efecto inhibitorio que -

e jercen los extractos de la Cales urticifolia, sobre 1la

Pseudomona_s.pe. posiblemente se atribuyen & las Lactonas ses

quiterpénicas presentes en dicha planta.
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VIT. CONCLUSIONES

Los extractos brutos cencentrados, cocmo la mezcla de sesqui-
terpenlactonas (Técnica de Clarcks), obtenidos de lz Czlea

urticifolia, inhibieron el crecimiento de Pseuvdomona s.p.

En los ensayos de inhibicifn microbiana con extractos vegeta
les, se obtuvieron me jores resultados eliminando la clorofi-

la, del extracto por medio de la técnica de Clarcks.

El método de cilindro placa, fue el m5s adecusdo en las prug,
bas ce inhibicibn de crecimiento de la Fseudomona S.pe., uti-

lizando extractos vegetasles de Calea urticifolia,.

La concentracifin més efectiva fue la de 10,000 p.p.m. tanto=-
de los extractos cloroffrmicos, metanflicos y mezecla de ses-

guiterpenlactonas. (T. Clarcks).
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ANEXO 1 : TECKHNICA DE CLAR3SKS

MATERIAL VEGETAL SECC Y PULVIRIZADO

REFLUJAR EN SEXLET CCN CLGAROFGRMO

DESTILAR EL CLOROFURMO EN Be.H

A4

RESIDUO

EXTRAER EL RESIDUO CON ETANOL CALIENTE 1

v

DILUIR CON UN vBLUMEN IGUAL DE UNA SOLUCION
ACUBSA DE ACETATO DE PLOMO AL 5%

/

DEJAR RZPOSAR UWNA NOCHE Y FILTRAR

A

DESTILAR TODO EL FILTRADD Y LLEVARLO A SEQUEDAD

Y

EXTRAER EL RESIDUC CGN CLGROFOURMO, LAVAR CON AGUA
HASTA ELININAR EL ACETATO DE PLOMO.

EL EXTRACTO CLORCFORIMICO SE SZCA CON SDhHg o SUhNa ANHIDRO

DESTILAR EL CLDOROFDRMD

RZSINA DE COLOR AMARILLA TRANSPARINTE




ANEXD NQ 2

ESTRUCTURA DEL GERMACRANO




ANEXO NOQ 3

ALQUILACIUN DE LOS5 GRUPOS SULFIHIDRILOS

=
Hg Brclein N
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ANEXO N@ 5

PREPARACION DE REALCTIVOS ESPECIALES

Preparscifn del Standar MC FARLAND

a8) Preparar 10 tubos de ensayo de 1lgual tamsfio.
b) Preparar fcido sulfirico al 1%

c) Preparar una solucifn acuosa al 1% de cloruro de baric.

d) Agregar la cantidad 1ﬁdiqéde de ambas soluciones tal como se

sefiala en el cuadra hasta tener un total de 10 ml por tubo.

e) Cerrar hermfticamente los tubos o smpollas. El precipitedo

de SUkBa en suspensifn corresponde aproximadamente a la den-

sidad de células homogéneas de E< coli / ml sedfin la escala

de patrones gque pueden ver en la tabla.

Nomero. de 1 2t 3t ltste |72 |89 luo
tubo

C1,Ba 1% | 0.4 |0.2| 0.3} 0.4 | 0.5 |06 0.7 p.8 {0.3 | 1
HSD, 1% 9.9 | 9.8} 9.7 [9.6|9.5]9.4 {9.3|9.2]9.1 | 9

Densidad 3 5 9 112 |15 |18 |21 }a24 |27 30 .

célules . ;

AproXe

X

108 /m1
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