4 MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 MATERIAL VEGETAL

La planta utilizada, linaloe (Bursera linanoe), fue recolectada en el mes de
abril de 2011 en Chiautla de Tapia, Puebla. Se obtuvieron tallos de los cuales se
utilizaron 2.5 Kg para la investigacion.

4.1.2 BACTERIAS

Se utilizaron microorganismos obtenidos del cepario del laboratorio de

microbiologia de la UDLAP.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 OBTENCION DE EXTRACTOS

El material fue triturado en astillas de aproximadamente 5 cm. Una vez obtenido el
tamafio adecuado se procedié a macerarlo durante 3 dias en matraces de vidrio
de 4 L con 3.5 L de solvente (etanol, hexano, cloroformo o acetato de etilo)
cubriendo apenas toda la madera y fuera del contacto con la luz. Este
procedimiento se repiti6 dos veces mas para asegurar la mayor obtencién de
compuestos de polaridad afin a cada solvente. Después de transcurrido el tiempo
se procedio a evaporar el liquido (previamente filtrado al vacio con papel filtro No.

4 marca Whatman) a sequedad en rotavapor marca Bichi modelo R-124.

Después de las primeras pruebas de actividad antimicrobiana solo los extractos
gue mostraron efecto antibacteriano se usaron para aislar los compuestos de

interés.



4.2.2 SEPARACION DE EXTRACTOS POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Se tomé una cantidad de entre 0.25 g y 2.0 g de muestra (extracto o
fraccion activa) y se separaron en una columna cromatografica utilizando silica gel
60 (marca J.T. Baker 60-200 mm) en una relacién 1:100 con respecto al peso de
la muestra a separar. Las columnas se empacaron inicialmente con hexano y se
fueron agregando mezclas de hexano-cloroformo, cloroformo-acetato de etilo o
hexano-acetato de etilo como fase movil, colectando fracciones de 20 mL ,500 mL

0 1000 mL dependiendo del peso inicial de la muestra.

4.2.3 PREPARACION DE PRUEBAS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
4.2.3.1 Discos y muestras

Se cortaron discos de papel filtro No. 1 con un didmetro aproximado de 6 mm los
cuales fueron esterilizados en autoclave (al igual que todo el material utilizado

para este procedimiento).

Cada muestra se resuspendié en 100 pl de cloroformo (extracto o fraccién) cuyo
peso fuera menor a 0.09 g y 500 pl si éste era mayor; después se tomaron

alicuotas de 10 pl para impregnar los discos y se dejaron secar.

Para los extractos en los que después de la separacion cromatografica se
obtuvieron mas de 10 fracciones por polaridad, se resuspendié cada fraccién en
100 pl de cloroformo; se agruparon en muestras globales (“pool”) tomando
alicuotas de 10 pl de cada una. De esta mezcla se tomaron alicuotas de 10 ul para

impregnar cada disco y se dejaron secar.

4.2.3.2 Pruebas de actividad antimicrobiana

Se utilizaron bacterias obtenidas del cepario de la UDLAP (Staphylococcus
aureus, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis y Pseudomonas
aeruginosa). Cada una fue resembrada 24 hr. antes de la realizacion de las
pruebas correspondientes. Se prepararon suspensiones de cada bacteria ajustada
a una concentracion de 0.5 de Mac Farland., se sembraron en las placas con

medio de cultivo (agar Mieller-Hinton marca Bioxon®), se dejaron secar los discos



impregnados con las diferentes fracciones o mezclas de fracciones, y después se
colocaron a las placas. Estas se dejaron incubar a 37 °C durante 24 hr. Después
de transcurrido el tiempo establecido se sacaron para observar los resultados de
las pruebas. Se consideraron resultados positivos a la aparicion de un halo de

inhibicion con una medida igual o mayor a 7 mm.

4.2.4 PURIFICACION POR CRISTALIZACION

Las muestras que mostraron actividad bioldgica se disolvieron en 0.5 mL de
metanol y se pusieron en bafio Maria durante una hora para optimizar la disolucién
de la muestra en el solvente. Posteriormente se taparon adecuadamente y se
refrigeraron 24 horas a 4 °C. Una vez transcurrido este tiempo se centrifugaron a
5000 rpm durante 20 mins a 4°C después separar el precipitado por decantacion.
Se obtuvieron los espectros de RMN *H de ambas fases y posteriormente se

hicieron las pruebas de actividad antimicrobiana en disco.

4.2.5 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Los espectros de RMN se determinaron en soluciones de cloroformo
deuterado (CDCI3) empleando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
datos de RMN de 'H se midieron a 200MHz. El instrumento utilizado fue un

espectrométro Varian Mercury L600.



