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1. Resumen

Se reporta el estudio de cuatro plantas, tres
de ellas son llamadas popularmente en
Guatemala como Valeriana, por la propiedad
sedante que supuestamente poseen, éstas
plantas son Vetiveria zizanioides L., Chaptalia
nutans L. y Perezia nudicaulis Gray. La cuarta
planta es Valeriana prionophylla Standl.,
perteneciente al género Valeriana y usada con el
mismo fin.

El objetivo principal de la investigacion fue la
identificacion quimica de acido valérenico y
acido hidroxivalerénico, en las plantas llamadas
popularmente Valeriana, pues estos metabolitos
son especificos para el género Valeriana y son
las que le confieren el efecto sedante.
Adicionalmente se identificaron otros
valepotriatos como valtrato, didrovaltrato y
acevaltrato. Se utilizd6 la raiz de Valeriana
officinalis como estandar, a la vez se incluy6 en
el estudio a V. prionophylla, planta de
Guatemala, sin estudios realizados hasta el
momento. La identificacibn quimica se realizé
por medio de Cromatografia en Capa fina,
dando como resultado la presencia de dichas
moléculas en la raiz de las plantas llamadas
popularmente Valeriana, siendo mas abundante
en la raiz de ChA. nutans, seguido por V.
zizanioides y por ultimo P. nudicauls. La raiz de
V. prionophylla mostrd la presencia de bandas
caracteristicas de los valepotriatos como se
esperaba, pero fue aun mayor que V. officinalis.

Otro de los objetivos del estudio fue la
evaluacion de la actividad antibacteriana,
antifingica e insecticida de las plantas en
estudio. Para efectuar éstos andlisis se realizd
en dos fases. La primera fue el tamizaje con
microorganismos cultivados, expuestos ante el
extracto de las raiz de las plantas a
concentracién de 1 mg/mL. La segunda fase
(Se realiza si el extracto inhibe el crecimiento de
los microorganismos a 1 mg/mL) consistié en
determinar la concentracion minima inhibitoria
(MIC), a concentraciones de 1, 0.5 y 0.25
mg/mL. Siendo las cuatro plantas inactivas,
excepto P. nudicaulis y V. prionophylla fueron
activas contra Cryptococcus neoformans en
concentraciones de 05 y 0.25 mg/mL
respectivamente.

2. Introduccién

En Guatemala (Zacapa, lzabal, Belice y
Suchitepéquez) las plantas V. zizanioides, Ch.
nutans y P. nudicaulis, son empleadas como
sedantes en casos de nerviosismo generalizado,
intranquilidad y dolor de muela, por lo que son
llamadas Valeriana. Estas plantas llamadas
popularmente Valeriana son de diferentes

familias y géneros. El género Perezia y
Chaptalia pertenecen a la familia Asteraceae, el
género Vetiveria pertenece a la familia Poaceae,
en tanto el género Valeriana pertenece a la
familia Valerianaceae (1). Por las diferencias de
familias y géneros se consider6 realizar
identificacibn de 4&cido valerénico y acido
hidroxivalerénico de éstas plantas, a la vez se
estudio a la planta V. prionophylla, quien
pertenece a la familia Valerianaceae. Para la
identificacion de éstos valepotriatos se utilizé
Valeriana officinalis como estandar, para la
comparacion con las demas plantas en estudio.

La raiz de V. officinalis desecada a 40°C
contiene 0.5-2.0% de valepotriatos. Los
velepotriatos son pertenecientes al grupo de
sesquiterpenos. La composicion de la mezcla de
valepotriatos es variable, predominan el acido
valerénico y el &cido hidroxivalerénico. Se
encuentran pequefas cantidades de
didrovaltrato y el IVDH-valtrato (isovaleroxi-
hidroxi-didrovaltrato), ademas el valerosidato.
La actividad farmacolégica del &cido valerénico
es espasmolitica y miorrelajante, asimismo junto
a otros sesquiterpenos tienen un efecto sedante
ligado a la inhibicién del catabolismo del &cido y-
aminobutirico (GABA), que también es un
importante inhibidor del sistema nervioso central
(2-4).

Ademas del uso de éstas plantas como
sedante se les atribuye popularmente para el
tratamiento de mal de orin, bronquitis,
dermatitis y algunos otros usos; por lo que se
evallo la actividad antiflingica, antibacteriana e
insecticida.

3. Materiales y Métodos

3.1 Materiales
a. Obtencion del material vegetal: Ch. nutans
se recolectdé en Samayac del departamento de
Suchitepéquez, P. nudicaulis se recolecté de la
Sierra de las Minas del departamento de Zacapa,
V. prionophylla se recolectd en Nebaj del
departamento del Quiché, V. officinalis fue
proveida por Astrid Van Ginzel, Barcelona,
Espafia y V. zizanioides proveida por Ing. César
Vetorazzi (Extract).
b. Extracto de la planta
Secado y molienda de la raiz de las plantas en
estudio, fueron extraidos con etanol al 95% por
percolacion por 24 horas, produciendo solucion
etandlico del material, luego fue evaporado el
etanol a 45°C bajo presion reducida en
Rotavapor Bucchi. Se pes6é 100 mg del extracto
y se disolvieron en 10 mL de etanol al 50%,
dando concentracién final de 10 mg/mL, para el
tamizaje antifingico y antibacteriano.



¢. Microorganismos utilizados

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
typhi ATCC 14028, Mycobacterium smegmatis
ATCC 607, Bacillus subtilis ATCC 6051,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Candida albicans  ATCC 10231, Cryptococcus
neoformans ATCC C13, , Trichophyton rubrum
T.4, Trichophyton metagrophytes  T.3,
Aspergillus  flavus A.3, Aedes aegypti vy
Anopheles albimanus

d. Adsorbente: Silica gel 60F s,

3.2 Métodos para identificacion de
Valepotriatos
a. ldentificacion de acido valerénico e
hidroxivalerénico
Se extrajo 0.2 g del vegetal pulverizado con 5
mL de metanol durante 5 minutos, se filtro y
concentré a residuo seco, luego se disolvié con
0.2 mL de metanol. En la cromatoplaca se
colocé 5 uL del extracto y 2 uL de solucién de
referencia (rojo de Sudan G), en bandas de 10
X 2 mm. Luego se colocéd la placa en cdmara
saturada de n-hexano-etilmetilcetona proporcién
70:30; tiempo de recorrido de 10 minutos con
8 cm de recorrido. Secado de la placa, se
asperj6 con aldehido anisico y se calenté
durante 2 minutos a 105-110°C. Observandose
en el cromatograma la mancha de referencia
color rojo (R=0.39), color violeta intenso,
correspondiente al acido valerénico (R~ 0.26) y
una zona azul violeta debida al acido
hidroxivalerénico (Rf =~ 0.10), ambas con
fluorescencia de color rojo ladrillo intenso a la
luz UV de 365 nm (4).

b. Identificacion de valtrato, acevaltrato vy
didrovaltrato

Se extrajo 0.2 g de material pulverizado con 5
mL de diclorometano por 5 minutos a 60°C,
luego se filtré y desecd, redisolviéndolo con 0.2
mL de etil acetato. En la cromatoplaca se aplico
10 pL. Luego se colocd en una cdmara saturada
con tolueno-etil acetato proporcién 75:25, en
15 cm de recorrido; secado la placa y asperjado
con &cido clorhidrico-acido acético. Detectando
a valtrato y acevaltrato con zonas color azul y
didrovaltrato zonas color café (5).

3.3 Técnica de Bioensayo
a. Actividad Antimicrobiana (6-10)
- Preparacion del agar-extracto
Se preparé tubos con 9.0 mL de agar Mueller
Hinton, se esterilizé en autoclave de vapor, se
dej6é enfriar a 50°C y se agreg6é 1.0 mL de la
solucion del extracto disuelto. La concentracion

final del extracto-agar es de 1 mg/mL. Ambos
se agitan se vierten en cajas de Petri estériles,
dejando solidificar e incubandolo a 36°C por 24
horas para comprobar esterilidad.

- Preparacion del inéculo

El microorganismo del estudio se inoculé en un
tubo con 8 mL de agar Mueller Hinton,
dejandolo solidificar en declive e incubandolo a
36°C durante 24 horas. Luego se inoculé una
asada del cultivo puro microbiano en un tubo
con 5.0 mL del caldo Tripticasa soya,
incubandolo a 36°C durante 48 horas. Se diluyé
0.05 mL de suspensiéon anterior en 4.95 mL en
solucién salina estéril, luego se inocul6 en las
cajas con agar-extracto de la raiz una asada de
cada uno de los microorganismos siguiendo el
patron de la plantilla (estd segmentada por 7
partes de forma circular) luego se incubd a
36°C durante 24 horas. Se utilizé6 control
negativo 9 mL de agar Mueller Hinton
mezclandolo con 1 mL de etanol a 50%. Se hizo
cuatro repeticiones por microorganismo.

Se interpretd los resultados de la siguiente
manera: Presencia de crecimiento ACTIVIDAD
NEGATIVA. No hay crecimiento ACTIVIDAD
POSITIVA

No se determiné la MIC, porque el extracto
etandlico de la raiz de las cuatro plantas
mostraron actividad negativa.

b. Actividad Antifingica (11-16)
Preparacién de agar-extracto
Se prepar6 tubos con 13.5 mL de agar
Sabouraud més 1.5 mL del extracto, con los
mismos pasos de preparacion de agar-extracto
de la actividad antimicrobiana, quedando la
concentracion final de 1 mg/mL.
- Preparacion de in6culo de hongos filamentosos
Se prepar6 medio de Takashio (Sabouraud
modificado para produccion de esporas) con los
siguientes ingredientes: Dextrosa 0.6 g, NaSO,
0.3 g, KH,PO,4 0.3 g, peptona 0.3 g y agar-agar
6.0 g. Se agreg6 300 mL de agua, mezclandolo,
luego se vertid en tubos con tapén 10 mL de la
solucién, se esterilizd en autoclave y se dejé
solidificar en declive. Luego se sembro en este
medio los hongos a ensayar e incubandolo a
27°C durante 21 dias. A cada tubo se agreg6 2
mL de agua destilada estéril y se desprendio el
hongo. Trasvasando el material obtenido a
viales con tapa de rosca. A la soluciéon se hizo
conteo de esporas en camara de Neubauer.
Obteniendo 100 esporas/uL=1X 10° esporas/mL
(aproximadamente 10 esporas /cuadrante)
solucion final.

A las cajas con agar-extracto de raiz se
abrieron cuatro agujeros con campanillas de



Durham, en forma equidistante. Luego se
colocaron 30 pL de la suspensidn de esporas en
los agujeros. Se incub6 a 27°C por 14 dias,
repitiéndolo cuatro veces. Se us6 una caja con
agar Sabouraud mas 1 mL de etanol al 50%
como control negativo.

-Preparacién de in6culo de
levaduriformes

Preparacién de agar-extracto

Se prepard tubos con 9.0 mL de agar Mueller
Hinton mas 1 mL de extracto, con los mismos
pasos de preparacion de agar-extracto de la
actividad antimicrobiana, guedando la
concentracion final de 1 mg/mL.

Se sembrd la cepa en una caja de agar
Sabouraud e incubé a 36°C por 48 horas. Se
us6 el indculo del cultivo fresco, sembrandolo en
5 mL de caldo Tripticasa soya e incubandolo 24-
48 horas. Se tomd 0.5 mL y se mezclé en 4.5
mL de solucion salina estéril. Luego se inoculd
con asa de nicromo la suspensiéon de levaduras,
en las cajas con agar-extracto de raiz, en cada
seccion segun plantilla. Luego se incubé a 36°C
durante 48 horas. Para el control se sembro
estrias de la levadura en caja con agar
Saboraud.

-Lectura e interpretacion de resultados

Hongos filamentosos: Se interpreté los
resultados de la siguiente manera: Presencia de
crecimiento ACTIVIDAD NEGATIVA. No hay
crecimiento ACTIVADAD POSITIVA

hongos

4. Resultados
Tabla 1. Tamizaje antibacteriano

No se determind la MIC, porque el extracto
etandlico de la raiz de las cuatro plantas
mostraron actividad negativa.

Hongos levaduriformes

Lo mismo que la anterior.

Se determiné la MIC, debido que dos plantas
presentaron  actividad en el tamizaje,
repitiéndose con concentraciones de extracto de
1, 0.5y 0.25 mg/mL.

c. Actividad Insecticida (17-22)

Se pes6 1 mg del extracto de raiz de las plantas
y se disolvi6 con 1 mL de agua de chorro
reposada. En la microplaca se agregd: 100ulL
del extracto disuelto + 100uL de agua del chorro
reposada con 10-15 larvas de los insectos, en
los 4 estadios de crecimiento. Se incubd a
temperatura de 25°C en un lugar oscuro durante
24 horas. Control negativo se colocaron 100uL
de agua del chorro reposada con 10-15 larvas.
Se repitio tres veces.

-Interpretacion de resultados: Se realizd
conteo en el estereoscopio el nimero de larvas
muertas o0 vivas. La prueba fue negativa
porque todas las larvas estaban vivas.

EXTRACTO ETANOLICO DE LA RAIZ

BACTERIAS

Valeriana

prionophylla

Vetiveria | Perezia | Chaptalia

zizanloides | nudicaulis| nutans

Staphylococcus aureus -

Salmonella tiphy -

Bacillus subtilis -

Mycobacterium smegmatis -

Pseudomonas aeruginosa -

Eschericha coli -

— = Sin inhibicién
+ = Inhibicién



Tabla 2. Tamizaje antifingico

HONGOS EXTRACTO ETANOLICO DE LA RAIZ
Il_:lél\_lﬁl\lgiglrl?glgl\i E\g I/_a/er/ana I_/et/'l_/e_r/a Per_ez/a. Chaptalia
prionophylla | zizanioides | nudicaulis| Nutans
Aspergillus flavus - - - -
Trichophyton rubrum - - - -
Trichophyton mentagrophytes - - - -
Candida albicans - - - -
Cryptococcus neoformans + — + —

— = Sin inhibicion
+ = Inhibicion

Tabla 2.1 Determinacién de concentracion minima inhibitoria (MIC) de actividad antifdngica

EXTRACTO ETANOLICO

HONGO

DE LA RAiz

Cryptococcus neoformans

Valeriana prionophylla

0.25 mg/mL

Perezia nudicaulis

0.5 mg/mL

Tabla 3. Tamizaje insecticida

EXTRACTO ETANOLICO DE LA RAIZ
EST'?‘ND é(E)gT%ES LOS Valeriana Vetiveria | Perezia Chaptalia
prionophylla| zizanioides | nudicaulls | nutans
1° - - - -
. 2° - - - -
Aedes Aegypti 3°
4° - - - -
1° - - - -
Anopheles albimanus go
4° - - - -

— = Inactiva (12 larvas vivas)
+ = Activa (12 larvas muertas)

Tabla 4. Identificaciéon de Valepotriatos

RAIZ DE LA PLANTA PULVERIZADA
VALEPOTRIATOS Valeriana Vetiveria | Perezia Chaptalia| Valeriana
prionophylla| zizanioides | nudicaulis | nutans | Officinalis

Acido valerénico

. +++ + + ++ ++
(violeta)
Acido
hidroxivalerénico +++ +++ + +++ ++
(azul-violeta)
Acevaltrato y Valtrato

++ +++ + + +

(azul)
D|dr9valtrato + + St St )
(café)

Abundante, +++; moderado, ++; escaso,+; no detectable,



Tabla 5. Determinacion de Rf de los Valepotriatos

RAIZ DE LA PLANTA PULVERIZADA
VALEPOF;RIATOS Valeriana Vetiveria | Perezia Chaptalia| Valeriana
prionophylla| zizanioides | nudicaulis | nutans | officinalis
Acido valerénico 0.6 0.5, 0.6 0.7 0.6 0.5
Acido hidroxivalerénico 0.2 0.1, 0.4 0.6 0.2 0.4
Acevaltratro y Valtrato 0.4 0.3 0.7 0.3 0.5
Didrovaltrato 0.8 0.7 0.9 08 | --—---

5. Discusion de Resultados

La determinacién quimica de
valepotriatos de las cuatro plantas mostraron
resultados interesantes. Los metabolitos acido
valerénico e hidroxivalerénico presentes en el
género Valeriana, fueron encontrados en las tres
plantas llamadas popularmente Valeriana. El
acido hidroxivalerénico fue abundante para V.
zizanioides y Ch. nutans. En cuanto al &cido
velerénico se encontré moderadamente presente
en Ch. nutansy es escaso en P. nudicaulisy V.
zizanioides. A diferencia de las dos plantas que
pertenecen al género Valeriana se encontraron
abundantemente dichos metabolitos como se
esperaba, pero méas notable en V. prionophylla
que V. officinalis. Estos resultados explican el
efecto sedante de las plantas Ilamadas
popularmente Valeriana. Siendo mas abundante
en Ch. nutans, le sigue V. zizanioides y por
ultimo A nudicaulis. Adicionalmente se
identificod la presencia de otros valepotriatos,
como lo son valtrato, acevaltrato y didovaltrato;
siendo abundante didovaltrato en A. nudicaulis y

Ch. nutans, valtrato vy acelvaltrato fueron
abundantes en V. zizanioides.
Es importante notar que en la V.

prionophylla es mas abundante los valepotriatos
que en la V. officinalis, pues los metabolitos en
las plantas son afectados por factores como
gentotipo, clima, cosecha, lugar de procedencia
y procesos de preparacion (23). La raiz de la
planta V. officinalis utilizada en este estudio
provenia de Espafia, a diferencia de V.
prionophylla que provenia de Nebaj, Quiché de
Guatemala. Concluyendo que el pais de
Guatemala cuenta con condiciones ambientales
adecuadas para la cosecha de V. prionophyila.
En cuanto a la determinacién de Rf de
los valepotriatos, los valores obtenidos fueron de
mayor valor que los valores tedricos. Aunque
estos valores segln la revisién bibliogréafica son
aproximados, por lo que son variables; siendo
identificados por los colores caracteristicos de
éstos. Una de las razones de las variaciones de

los Rfs es mantener igualdad de las condiciones
metodoldgicas.

El andlisis de la actividad antibacteriana,
antifngica e insecticida de las cuatro plantas en
estudio, mostraron inactividad, contra los
microorganismos expuestos. Exceptuando las
plantas V. prionophylla 'y P. nudicaulis, en
concentraciones 0.25 'y 0.50 mg/mL
respectivamente, fueron activas  contra
Cryptococcus neoformans. Con estos resultados,
ambas plantas pueden ser validadas para el uso
del tratamiento de  Criptococosis, esta
enfermedad es adquirida por inhalacién de tierra
contaminada con la levadura capsulada C.
neoformans, que puede causar enfermedad
pulmonar autolimitada o diseminarse, sobre
todo a las meninges, pero en ocasiones a la piel,
los huesos, las visceras u otros drganos (24).

Estudios recientes del extracto metandlico
de toda la planta de Ch. nutans, mostr6 efecto
inhibitorio contra  B.  subtilis, pero a
concentracion de 50 mg/mL (25).

Se sabe que los sesquiterpenos,
flavonoides, cumarinas, colchicina, poseen
accion antimalarica, amebicida, insecticida,
antifingica e inhiben el crecimiento de las
bacterias. Estos metabolitos se encuentran en
todas las partes de la planta, siendo abundante
en las hojas, flores y frutos (26-28). Por lo que
se concluye, que la raiz de las cuatro plantas en
estudio poseen leve concentracién de dichos
metabolitos a concentracion de 1mg/mL,
exceptuando a las dos plantas que fueron
activas contra C. neoformans.



6. Conclusiones

El extracto etandlico de la raiz de V.
prionophylla, V. zizanioides, P. nudicaulis
y Ch. nutans no presenta actividad
contra las siguientes bacterias: £. coli; P.
aeruginosa, B. subtilis, S. tiphy, M.
smegmatis; a concentracion de 1
mg/mL.

El extracto etandlico de la raiz de V.
prionophylla, V. zizanioides, P. nudicaulis
y Ch. nutans no son activos contra los
hongos filamentosos 7. rubrum, T.
mentagrophytes 'y A flavus a
concentracion de 1 mg/mL

El extracto etandlico de la raiz de V.
prionophylla, V. zizanioldes, P.
nudicaulis 'y Ch. nutans no poseen
actividad insecticida contra A. aegypfi y
A. albimanus a  concentracion de 1
mg/mL.

El extracto etandlico de la raiz de V.
prionophylla 'y P. nudicaulis presenta
actividad a MIC de 0.25 y 0.5 mg/mL
respectivamente contra C. neoformans.
Los metabolitos acido valerénico y acido
hidroxivalerénico, estan presentes en el
extracto etandlico de la raiz de V.
zizanioldes, P. nudicaulis y Ch. nutans,
plantas llamadas popularmente en
Guatemala como Valeriana.

Los metabolitos acido valerénico y acido
hidroxivalerénico son mas abundantes
en V. prionophylla que V. officinalls.

7. Recomendaciones

Realizar estudios farmacoldgicos de las
plantas llamadas popularmente
Valeriana, para validar su uso como
sedante, a su vez determinar la
concentracién terapéutica efectiva de
cada una de ellas.

Realizar estudios farmacoldgicos
(sedante y antiespasmodico) de V.
prionophylla, para validar su uso en el
pais de Guatemala.

Realizar extraccion liquido-liquido del
extracto de la raiz de V. prionophylla y
P. nudicaulis, para determinar en qué
disolvente se encuentra el principio
activo inhibitorio del C. neoformans, e
identificarlo por medio de tamizaje
fitoquimico y técnicas analiticas.
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1. Resumen

Este estudio reporta la evaluacion antimicrobiana, antifingica e
insecticida del extracto etandlico de la raiz de las plantas: Valeriana
prionophylla, Vetiveria zizanioides, Perezia nudicaulis y Chaptalia nutans.
Ademas los resultados de la identificacion de los metabolitos acido valerénico,
acido hidroxivalerénico y otros valepotriatos presentes en dichas plantas.

El estudio de la evaluacién antibacteriana y antifangica, se dividié en dos
fases. Primero se realiz6 tamizaje a concentracion del extracto de la raiz de
1 mg/mL. El extracto que presentd actividad a esta concentracion contra el
microorganismo expuesto, se procedié a la segunda fase. En esta fase se
determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) del extracto, utilizando
para ello las concentraciones de 1, 0.5y 0.25 mg/mL.

La evaluacion de la actividad insecticida se realiza en dos fases. En este
estudio se realizO solamente la primera fase, debido a que las plantas
resultaron inactivas contra las larvas de los insectos. El tamizaje realizado para
la evaluacion fue a concentracion del extracto de 1 mg/mL.

La identificacion quimica de &cido valerénico, &cido hidroxivalerénico y
otros valepotriatos, se realizé por cromatografia de capa fina. Utilizando para
ello 0.2 g de raiz pulverizada de las cuatro plantas en estudio y Valeriana
officinalls como estandar.

La cuatro plantas no poseen actividad antifungica, antibacteriana e
insecticida a una concentracion de 1 mg/mL. Exceptuando, V. prionophyllay P.
nudicaulis, las cuales fueron activas contra Cryptococcus neoformas en
concentraciones de 0.25 y 0.5 mg/mL respectivamente. Las plantas conocidas
popularmente como Valeriana (V. zizanioides, P. nudicaulis y Ch. nutans) en
Guatemala, poseen &cido valerénico e hidroxivalerénico, explicando de esta
manera el efecto sedante que estas poseen. En la raiz de V. prionophylla se
presentaron mayor nimero de bandas correspondiente a los valepotriatos que

en la V. officinalis.



2. Introduccién

Las plantas medicinales ampliamente utilizadas desde la antigiedad, se
conocian por su poder curativo, pero se ignoraba los principios activos que
causaban el efecto terapéutico. Con el tiempo los investigadores o cientificos
han estudiado los componentes de las plantas medicinales centrdndose en las
sustancias que ejercen una accion farmacoldgica sobre el ser humano o los
seres vivos en general. Ahora muchas de las sustancias descubiertas son base
para sintetizar los medicamentos clinicos. A pesar de los grandes
descubrimientos en muchos paises se siguen usando las plantas como
tratamiento de enfermedades, mas aun en los paises en vias de desarrollo.
Estos paises si es necesario los importan de los paises industrializados. Tal es el
caso de la Valeriana officinalis L. planta importada desde Europa (Espafia) por
su propiedad sedativa. Se ha realizado ampliamente estudios comprobando su
efectividad, tanto asi que se encuentra en las farmacopeas desde los 80.

Guatemala es un pais que tiene una diversidad de plantas medicinales,
pero se han realizado pocas investigaciones cientificas que corroboren el efecto
medicinal e inocuidad. En Guatemala existen diversos géneros de Valeriana,
pero poco estudiadas, como lo es Valeriana prionophylfla Standl. Existen otras
plantas que no pertenecen al género de Valeriana, pero son llamadas
popularmente Valeriana en Guatemala. Estas plantas pertenecen a otro
género. Dichas plantas son: Perezia nudicaulis Gray., Chaptalia nutans L. y
Vetiveria zizanioides L.

El proposito del estudio de estas plantas fue la identificacion de
metabolitos especificos (acido valerénico e hidroxivalerénico) del género de
Valeriana, en las plantas llamadas popularmente Valeriana. A la vez la
evaluacion de la actividad biolégica (antifungica, antibacteriana e insecticida),
de las cuatro plantas. La evaluacién antifungica y antibacteriana se realiz
mediante cultivos de microorganismos. La actividad insecticida se realizd

mediante la incubacion de huevecillos de insectos.

3. Antecedentes
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3.1 Género Valeriana
Las plantas del género Valeriana son las mas utilizadas como hierbas
medicinales. Son hierbas con efecto sedante, mas famosas en
medicina natural como el Valium® (Diazepam) en el sistema de
medicina.
Botanicos modernos usan valeriana y preparaciones de valeriana
como antiespasmédico, sedante, para ayudar a dormir y en varias
condiciones como las siguientes:
e Tension emocional
e Dolor de musculo
e Menstruacion y calambres intestinales
e Espasmos bronquiales
e Tos prolongada
e Dolor de cabeza por la tension
e Insomnio
e Nerviosismo e inquietud
e Ansiedad
e Cuando se retira el tratamiento de benzodiazepinas como

Diazepam (12.1).

La planta mas utilizada a lo largo de la historia del género Valeriana
es la V. officinalis incluso se encuentra en la Farmacopea Europea
(12.2). Es nativa de Europa y el norte de Asia, es cultivada como
ornamental y la raiz utilizada por sus efectos sedantes.
La especie Valeriana se caracteriza por un grupo de metabolitos,
consideradas como sustancias marcadoras, pues son Unicas de este
género, los Valepotriatos. Las raices desecadas a una temperatura
inferior a los 40° C (prescripcion de farmacopea) contienen un 0.5-
2% de valepotriatos. Los velepotriatos son un grupo de metabolitos
pertenecientes al grupo de sesquiterpenos. La composicién de la
mezcla de valepotriatos es variable, suelen predominar el &cido
valerénico y el acido hidroxivalerénico. Se encuentran en pequefias

cantidades didrovaltrato y el IVDH-valtrato (isovaleroxi-hidroxi-
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didrovaltrato), ademas el valerosidato (12.3). La actividad
farmacoldgica del &cido valerénico es accibn espasmolitica y
miorrelajante, asimismo junto a otros sesquiterpenos tienen un
efecto sedante ligado a la inhibicion del catabolismo del acido y-
aminobutirico (GABA), que es un importante inhibidor del sistema
nervioso central.

El aceite esencial de la raiz de V. officinalis contienen sesquiterpenos
derivados del Kesano (alcoholes kesilicos y sus acetatos), que podrian
ser los principales responsables de la accion sedante de dicha planta.
Algunos autores consideran que en ausencia de valepotriatos en los
preparados de la raiz como tintura o infusiones siguen teniendo
efecto sedante, debido al sinergismo de los componentes en los
aceites esenciales, pues los valepotriatos son metabolitos muy
inestables, por lo que la farmacopeas exigen contenido minimo de
aceite esencial. El acido valerénico también es un componente de los
aceites esenciales en la raiz de la planta.

Las adulteraciones de la raiz de valeriana no es nada raro. Esto se
reconoce facilmente cuando la planta esta completa, pero cuando se
encuentra triturada; es necesario recurrir a la ayuda del microscopio.
Una prueba més segura se obtiene mediante Cromatografia en Capa
Fina (12.3).

La V. officinalis se han realizado diversos estudios como: actividad
biolégica, etnomédica y presencia de compuestos quimicos, de
acuerdo a la base de datos Napralert. También se han encontrado
diversas publicaciones y revistas sobre el estudio de ésta planta
(12.1-12.3) (12.14) (12.42-12.44).

3.2 Valeriana prionophylla Standl.
Pertenece al género de Valeriana, siendo originaria de Guatemala. Se
encuentra distribuida en los departamentos de Chimaltenango,
Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango, Sacatepéquez, San

Marcos, Solola y Totonicapan. Estudios realizados acerca de la
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planta, es decir composicion quimica, actividad biologica y
etnédmedica no hay publicaciones, segun la base de datos Napralert.
La descripcion botanica se encuentra descrita en la Flora de
Guatemala (12.4).

Ultimos estudios realizados:

Determinacion de actividad antioxidante y vasorelajante encontrados
en la raiz de esta planta. Las sustancias responsables de actividad
antioxidante son: Prinsepiol y 8-hydroxypinoresinol. Actividad
vasorelajante las sustancias son: prinsepiol-4’-0--D-glucopyranoside
8-hydroxypinoresinol-4’-0-B-D-glucopyranoside, y prinsepiol con
adicion con 8-hydroxypinoresinol muestran una elevada actividad.
Estudio realizado en lItalia y Guatemala, publicada en julio 2004
(12.48).

Estudio no publicado realizado por el Laboratorio de Bioensayos bajo
la coordinacion del Lic. Armando Céceres, acerca del extracto
etandlico de la raiz, quien presenté activad contra 7rypanosoma cruzi

(epimastigotes) en concentracion de 0.9 mg/mL.

3.3 Chaptalia nutans L.
Es considerada popularmente como Valeriana en Izabal. Pertenece a
la familia de las Compuestas (Asteraceae) segun la Flora de
Guatemala. Se encuentra distribuida en los departamentos de Alta
Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla, Huehuetenango,
Izabal, Quetzaltenango, Retalhuleu y Santa Rosa. En otros paises
como México, Honduras, El Salvador, Panama, Indias y Ameérica del
Sur (12.4) (12.41).
Los estudios realizados acerca de dicha planta son las siguientes:
Actividad biolégica: Antimalaria (Plasmodium berghei, inactivo),
extracto en etanol al 95% de la planta completa. Antiameba
(Entamoeba histolytica, inactiva), extracto en etanol al 95% de las

hojas.  Antifungica (Cladosporium cucumerinum y Penicillium

*Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala
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oxalicum, inactiva), extracto en etanol al 95% de las hojas. Estudios
reportados en México, Costa Rica y Brasil (12.5).

Informacion Etnomedica reportado son las siguientes: usado para
tratar la amenorrea (hojas en agua caliente), tratar heridas (planta
completa), calambres (hojas), infeccién superficial (hojas), usado
para dolor de muelas (hojas), enfermedad de la piel (raiz), sifilis
(raiz) y herpes (raiz). Estudios realizados en Jamaica, Brasil y México
(5). Actividad antiinflamatoria (planta completa), estudio realizado en
Costa Rica (12.6).

Compuesto quimicos reportados son los siguientes: cumarina
(raiz), lactona (partes aéreas), prunasina (hoja) y 3-a-hidroxi-5metil
valerolactona y lactonas (partes aéreas). Reportado por Brasil y
México (12.5).

Otros compuestos quimicos aislados del mismo género pero diferente
especie, es la Ch. integérrima, cumarinas caracteristicas del género
de Chaptalia. Glucopiranosil-2H-piran-2-ona (partes aéreas), 5-
metilcumarinas (raiz). Estos compuestos anteriormente mencionados
no aislados en Ch. nutans (12.8).

Andlisis realizados para la determinacion de valepotriatos y actividad
Biocida de la raiz no hay datos reportados, de acuerdo a la revision
bibliografica y la base de datos Napralert.

Ultimos estudios realizados:

Analisis de actividad antimicrobiana. Realizado con extracto
metanolico de toda la planta, con concentracion de 50 mg/mL, siendo
activa contra Bacillus subtilis. Estudio realizado en Brasil, publicada
en Septiembre 2004 (12.49).

Estudios no publicados, realizados por el Laboratorio” de Bioensayos
bajo la coordinacion del Lic. Armando Caceres, acerca del extracto
etandlico de la hierba quien present6é activad a 1 mg/mL contra B.
subtifisy 0.5 mg/mL contra S. aereus.

3.4 Vetiveria zizanioides L.

“Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala
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Es conocida popularmente como Valeriana en Baja Verapaz.
Pertenece a la familia Poaceae de las gramineas. Es nativa de Asia,
planta introducida en Guatemala, distribuida en los departamentos de
Belice y Baja Verapaz (12.7).

Se reporta actividad biolégica como: antimalarica (Plasmodium
falciparum, debil actividad) planta completa. Antifungica
(Aspergillus fumigatus|activa), Trichophyton mentagrophytes[actival,
Microspoum canis{actival, Tr. interdigitalelactiva], Tr. rubrumfactiva],
Macrophomina phaseolinalinactiva), Aspergillus nigerfactiva] y A.
flavus[activa] ) aceite esencial de la planta y aceite esencial del
rizoma. Antitricomonas (7richomonas vaginalis, activa) aceite
esencial.  Antibacteriana (Staphylococcus  pyogenes|activa],
Escherichia colfactival, Proteus vulgarisi|activa], Staphylococcus
aureus{inactiva], Bacillus mycoides[inactiva], B. subtilis{inactiva],
Shigella dysenteriaelinactiva]l y Vibrio cholera[inactiva]) aceite
esencial de la planta, extracto etandlico de la raiz, extracto acuoso de
la raiz, extracto hexandlico de la raiz y aceite esencial del rizoma.
Actividad insecticida (7riatoma infestans, activa) aceite esencial del
rizoma. Estudios reportados por los paises de: India, Tailandia,
Francia, Bolivia e Islandia.

Informacion etnomedica de V. zizanioides reportada es las
siguientes: Infecciones pulmonares (raiz), contra parasitos
intestinales (raiz), gonorrea (raiz) y repelente de insectos (raiz).
Reportados por los paises de: Indonesia, Islandia, Haiti e India.
Composicion  quimica  reportados son los  siguientes:
sesquiterpenos, y fenilpropanoico (aceite esencial de la raiz). Datos
reportados por los paises: Indonesia, Japon, Haiti, Alemania, China,
Italia y Argentina. Aunque los sesquiterpenos reportados no son los
que forman parte de los Valepotriatos, indicados para el estudio de

interés, al igual el estudio de la actividad biocida (12.5).

3.5 Perezia nudicaulis Gray.
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Es conocida popularmente como Valeriana en Zacapa y Guatemala.
Pertenece a la familia Astereaceae. Es nativa de Guatemala, se
encuentra distribuida en los departamentos de: Baja Verapaz,
Chimaltenango, Chiquimula, Huehuetenango, Guatemala, Jalapa,
Jutiapa, Quetzaltenango, El Quiché, Santa Rosa, Solold y Zacapa. El
Salvador y Honduras (12.4).

Estudios realizados acerca de la planta, como la composicién quimica,
actividad biolégica y etnémedica no hay reportes, segun la base de
datos Napralert. La descripcion botanica se encuentra descrita en la

Flora de Guatemala.
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4. Justificacion

La importancia de realizar el estudio de P. nudicaulis, Ch. nutans. V.
zlizanioides y V. prionophyfla es la de demostrar de una manera cientifica el
efecto terapéutico atribuido que es caracteristico del género Valeriana, debido a
que en Guatemala las primeras tres plantas son llamadas Valeriana porque
también poseen efectos sedantes, aunque no pertenecen a dicho género. A su
vez se ha incluido en el estudio a la planta de V. prionophylla, siendo nativa de
Guatemala que no ha sido estudiada, perteneciendo al género y familia de la V.
officinalis segun la Flora de Guatemala.

Aunque se ha encontrado algunos estudios realizados, las plantas Ch.
nutans 'y V. zizanioides en cuanto actividad biocida es necesario ampliar las
investigaciones acerca de esta actividad en nuestro pais, pues los datos
reportados son de otros paises, como se sabe las plantas difieren dependiendo
del lugar de recoleccion, aunque sean de la mismo género y especie. Las
plantas P. nudicaulis 'y V. prionophylla se diferencian de las plantas antes
mencionadas, pues en ninguna se han realizado estudio de este tipo, por lo que
puede iniciarse investigando la actividad biocida.

Se pretende que los resultados de la investigacion constituyan
evidencias cientificas para la validacion de estas plantas, considerando que de
algunas de estas no existen hasta el momento ningun estudio fitoquimico, ni
farmacologico resulta interesante su investigacion.

La validacion de la actividad y la composicion quimica de estas especies
apoyara el desarrollo de nuevos productos agricolas que podran beneficiar
tanto a los productores que veran mejorados sus ingresos, como los

campesinos que podran usar las plantas con seguridad y confianza.
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5. Objetivos

a. General

Evaluar la actividad biocida e identificar los valepotriatos en
las plantas llamadas popularmente valeriana (P. nudicaulis, Ch.

nutans y V. zizanioides) y V. prionophylla.

b. Especificos

Identificar la composicion quimicas de las plantas llamadas
popularmente Valeriana en Guatemala para justificar su uso

como sedante.

Identificar la presencia de valepotriatos de las cuatro especies

para equiparar los extractos con V. officinalls.

Determinar actividad antifingica, insecticida y antibacteriana
en las especies P. nudicaulis, V. prionophylla, Ch. nutansy V.

zizanioides.
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6. Hipodtesis

El extracto etandlico de la raiz de las plantas llamadas popularmente
Valeriana en Guatemala no presentan dentro de su composicion quimica los
metabolitos caracteristicos del género Valeriana. A diferencia, el extracto
etandlico de la raiz de V. prionophylla si posee dichos metabolitos.

Al menos uno de los extractos a evaluar presenta actividad biocida.

7. Materiales y Métodos
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7.1 Universo de trabajo
Plantas conocidas popularmente como Valeriana
7.2 Muestra
Extracto etanolico de la raiz de P. nudicaulis, Ch. nutans; V.
zizanioides, V. prionophylla y V. officinalis.
7.3 Medios
7.3.1 Recursos humanos
Autora del trabajo: Ada Raquel Cruz de Paz
Asesora: Licda: Sully Margot Cruz Velasquez
Coasesor: Lic. Armando Caceres
7.3.2 Recursos Materiales
a. Institucionales:
Universidad del Valle de Guatemala
Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos
Laboratorios de Productos Fitofarmacéuticos, FARMAYA
Departamento de Entomologia, Ministerio de Salud y Asistencia
Social
De la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad
de San Carlos los siguientes:
Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales, LIPRONAT.
Proyecto de Aprovechamiento de la Flora Regional como
Fuente de Farmacos Anticancer, Antiparasitario y Antifangicas
Laboratorio de Citohistologia Humana
b. Equipo: Rotavapor, Bomba de Vacio, Desecadora, Incubadora,
Balanzas, Campana de Flujo Laminar, Campana Extractor de
Gases, CaAmara de Neubauer Autoclave, Vortex y Estereoscopo
c. Cristaleria: Erlenmeyer, Tips, Cajas de Petri, Microplacas,
Tubos, Pipetas, Camara Cromatografica y Percoladores
d. Adsorbente: silica gel 60 Fzs4
e. Materiales: Raiz seca de: Ch. nutans, V. zizanioides, P.

nudicaulis, V. prionophylla y V. officinalis.
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f. Disolventes: Etanol al 95%, Etanol al 50%, Metanol al 95%,
n-hexano y etilmetilcetona.

g. Solucion de referencia: Rojo de sudan G

h. Otros reactivos: Dextrosa, NaSO,4, KH,PO, y peptona

I. Medios de cultivo: Agar Sabouraud, Agar Mueller Hinton y
Caldo de Tripticasa soya.

j. Microorganismos

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Salmonella typhi ATCC 14028
Mycobacterium smegmatis ATCC 607
Bacillus subtilis ATCC 6051
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853
Candida albicans ATCC 10231
Cryptococcus neoformans  ATCC C13
Escherichia coli ATCC 25922
Aedes aegypti

Anopheles albimanus

Trichophyton rubrum T.4
Trichophyton mentagrophytes T.3
Asperguillus flavus A.3

7.4 Procedimiento

7.4.1 Seleccién de las plantas

7.4.2 Revision bibliografica

7.4.3 Obtencion del material seco:
Ch. nutans se recolectd en Samayac, Suchitepéquez.
P. nudicaulis se recolectd de la Sierra de las Minas, Zacapa.
V. prionophylla se recolectd en Nebaj, Quiché.
V. officinalis proveida por Astrid Van Ginzel, Barcelona, Espafia.

V. zizanioides proveida por Ing. César Vetorazzi (Extract).
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7.4.4 Molienda de las plantas

Obtencidn del extracto de las especies a investigar por Percolacion
y por concentracion por rotavapor.

7.4.4.1 Procedimiento de extraccion por Percolacion (12.15)
Colocar en la punta del percolador un pedazo de algodén no muy
grande, de manera que sirva de filtro. Cortar un pedazo de papel
fitro de forma circular y colocarlo cubriendo el fondo del
percolador. Tapar la punta del percolador con tapén plastico.
El material debe estar seco, (< 10% de humedad), molida o
picada, perfectamente identificada. Pesar 400 g de la raiz molida
de cada una de las muestras a estudio. Colocar la muestra
pesada en el percolador. Agregar una tercera parte, luego cubrir
con etanol al 95%. Verificando que no quede burbujas.
Finalmente agregar el resto del material seco y cubrir con etanol
al 95%. Dejar en reposo por 12-24 horas. Cada percolador
previamente identificado y fecha.

7.4.4.2 Concentracion en Rotavapor (12.15)
Encender el bafio Maria y llevar la temperatura a 40 +/- 1°C.
Engrasar todas las bocas esmeriladas y armar el rotavapor de
acuerdo al instructivo de marca comercial. Succionar la solucién
obtenida del percolador (Alcohol + Planta). Conectar la bomba de
vacio y el rotavapor. Iniciar la destilacion del extracto. Con el
alcohol recuperado, repetir la extraccién con el percolador cinco
veces. Al finalizar la concentracion, verter el extracto en una caja
de petri de vidrio previamente tarada y rotulada. Colocar en la

desecadora de 7-15 dias.

7.4.5 Actividad antimicrobiana (12.15-12.19)
7.4.5.1 Preparacion de medio de cultivo
Preparar los tubos con 9.0 mL de agar Mueller Hinton. Esterilizar,
dejar enfriar a 50°C y agregar 1.0 mL de la solucién del extracto

disuelto. Este debe tener una concentracion de 10 mg/mL. La
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concentracion final que se obtiene es de 1 mg/mL. Agitar y verter
en cajas de Petri estériles, dejar solidificar e incubar a 36°C por 24
horas, para comprobar esterilidad. Luego guardar en refrigeracion
hasta el momento de su uso.
7.4.5.2 Preparacion del in6culo
Purificar el microorganismo a ensayar inoculando en un tubo con 8
mL de agar Mueller Hinton inclinado, incubar a 36°C durante 24
horas. Inocular una asada del cultivo puro microbiano en un tubo
con 5.0 mL del caldo Tripticasa soya. Incubar a 36°C durante 48
horas. Diluir 0.05 mL de suspension anterior en 4.95 mL en
solucién salina estéril (dilucion 1:100). Sembrar en caja segun
plantilla a utilizar.
7.4.5.3 Inoculacion de las bacterias
Inocular en las cajas con agar-extracto de la raiz una asada de
cada uno de los microorganismos siguiendo el patron de la
plantilla (estd es segmentado por siete partes en forma circular).
Hacer cuatro repeticiones por microorganismo. Dejar reposar
durante 5-10 minutos e incubar a 36°C durante 24 horas. Utilizar
control negativo 9 mL de agar Mueller Hinton mezclandolo con 1
mL de etanol a 50%.
7.4.5.4 Interpretacion de resultados
Si hay crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo se interpreta
ACTIVIDAD NEGATIVA.
Si no hay crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo se
interpreta ACTIVADAD POSITIVA
Presencia de microorganismo fuera de la inoculacién se interpreta
CONTAMINACION.
7.4.5.5 Determinacion Inhibitoria Minima (MIC)
Preparar cajas cuadriplete con las siguientes diluciones del
extracto:
3.6 mL de agar + 0.4 mL de la solucién de extracto =1.0 mg/mL

3.8 mL de agar + 0.2 mL de la solucion de extracto = 0.5 mg/mL
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3.9 mL de agar + 0.1 mL de la solucién de extracto = 0.25 mg/mL
Un cuadrante con 4.0 mL de agar como control negativo. Inocular
tres estrias en cada uno de los cuadrantes e incubar a 36°C por
24 horas. Realizar la lectura e interpretar segun el paso

7.4.5.4.

7.4.6 Actividad antimicdtica (12.20-12.25)
7.4.6.1 Preparacion del medio de cultivo para hongos filamentosos
Preparar tubos con 13.5 mL de agar Sabouraud. Esterilizar, dejar
enfriar y agregar 1.5 mL del extracto de la raiz (1:10). Agitar. La
concentracion final que se tiene es de 1 mg/mL. Verter en cajas
de petri estériles, dejar solidificar e incubar a 36°C durante 24
horas para verificar esterilidad. Luego guardar en refrigeracion
hasta el momento de su uso.
7.4.6.2 Preparacion de inoculo de hongos filamentosos

Preparar medio de Takashio (Sabouraud modificado para
produccion de esporas) con los siguientes ingredientes: Dextrosa
0.6 g, NaSO,4 0.3 g, KH,PO4 0.3 g, peptona 0.3 g y agar-agar 6.0
g. Agregarlo a 300 mL de agua, mezclar, disolver y verter 10 mL
en tubos con tapon de rosca, esterilizar en autoclave y dejar
solidificar con el mayor declive posible. Incubar 48 horas a 25°C
para descartar contaminacién. Sembrar en este medio los hongos
a ensayar e incubar a 27°C durante 21 dias hasta obtener un
crecimiento homogéneo (aproximadamente 15 dias). Agregar a
cada tubo 2 mL de agua destilada estéril y desprender el hongo
con ayuda de una varilla. Trasvasar el material obtenido a viales
con tapa de rosca. Agitar por 1 minuto en vortex y hacer un
conteo de esporas en cadmara de Neubauer. Llevar la suspension
a 100 esporas/pL =1X 10° esporas / mL (aproximadamente 10
esporas /cuadrante) y almacenar en viales estériles en

refrigeracion.
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7.4.6.3 Inoculacion de hongos filamentosos en placa.
Las cajas con agar-extracto de raiz, se abren cuatro agujeros con
campanillas de Durham de 5 mm de didmetro. En forma
equidistante. Tomar 30 uL de la suspension de esporas y
depositar en los agujeros. Incubar a 27°C por 14 dias. Hacerlo
por 4 veces. Usar una caja con agar Sabouraud como control
negativo.

7.4.6.4 Preparacion de medio de cultivo para hongos levaduriformes
Preparar tubos con 9.0 mL de agar Mueller Hinton. Esterilizar,
dejar enfriar a 50°C y agregar 1.0 mL de extracto de la raiz a
estudiar (dilucion 1:10). Agitar. La concentracion final que se
tiene es de 1 mg/mL. Verter en cajas de Petri estériles, dejar
solidificar e incubar a 36°C por 24 horas para revisar esterilidad.
Guardar en refrigeracion hasta el momento de su uso.

7.4.6.5 Preparacion del in6culo para hongos levaduriformes
Sembrar la cepa en una caja de agar Sabouraud e incubar a 36°C
por 48 horas. Tomar un inéculo del cultivo fresco, sembrar en 5
mL de caldo Tripticasa soya e incubar 24-48 horas. Tomar con
una pipeta estéril 0.5 mL y suspender en 4.5 mL de solucion salina
estéril (dilucion 1.10).

7.4.6.6 Inoculacion de hongos levaduriformes en placa
Inocular con asa de nicromo la suspension de levaduras, en las
cajas con agar-extracto de raiz, en cada seccién segun plantilla.
Incubar a 36°C durante 48 horas. Para el control sembrar estrias
la levadura en caja con agar Saboraud.

7.4.6.7 Lectura e interpretacion de resultados
Hongos filamentosos:
Medir el diametro de la colonia del hongo en mm. Calcular en
porcentaje de inhibicion, comparando el didmetro contra el de las
colonias en las cajas control. Tomar como positivos los extractos

que reducen el diametro de la colonia en un 75%.
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Hongos levaduriformes:

Observar el crecimiento de la levadura en el medio:

Crecimiento positivo = NO ACTIVIDAD

Crecimiento negativo = Inhibicion o ACTIVIDAD ANTILEVADURA.
Para evaluar la concentracion inhibitoria minima MIC, repetir la
prueba con cantidades decrecientes del extracto de la raiz (1:10,
1:50 y 1:100).

7.4.7 Actividad Larvicida (12.26-12.31)

7.4.7.1 Colocar en un vaso de precipitar 200 mL del agua de chorro y
dejar reposar por 48 horas. Agregar unos 40 mg de huevecillos
de A. aegypti y Anopheles albimanus. Incubar por 48 horas a
temperatura ambiente.
Pesar 1 mg del extracto de raiz de las plantas en estudio y
disolver con 1 mL de agua de chorro reposada. En la microplaca
agregar por triplicado: 100 pL del extracto disuelto + 100 pL de
agua del chorro reposada con 10-15 larvas. Incubar a
temperatura ambiente (25°C) en un lugar oscuro durante 24
horas. Control negativo colocar 100 uL de agua del chorro
reposada con 10-15 larvas.

7.4.7.2 Interpretacion de resultados
Contar en el estereoscopio o microscopio el namero de larvas
muertas y determinar la CL;o0 (concentracion letal al 100%). La
prueba es positiva si todas las larvas estan muertas. Si el % de
larvas muertas es 100%, calcular la CLige, para ello repetir la

prueba utilizando dosis de 0.5, 0.15y 0.124 mg/mL.

7.4.8 Determinacion quimica de los Valepotriatos (12.3) (12.46)
7.4.8.1 Extraer 0.2 g de raiz pulverizada de cada planta en estudio
con 5 mL de metanol durante 5 minutos, con agitacion: filtrar y
concentrar el filtrado cuidadosamente hasta residuo seco,

redisolviéndolo a continuacién con 0.2 mL de metanol. En la placa
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cromatografica colocar 5 uL del extracto a investigar y 2 uL de
solucion de referencia (rojo de Sudan G), en bandas de 10 X 2
mm. Luego colocar la placa en una camara saturada previamente
preparada de n-hexano-etilmetilcetona proporcién 70:30. Tiempo
de recorrido durante 10 minutos de 8 cm de recorrido
aproximadamente. Tras secar completamente la placa,
pulverizarla con disolucion de aldehido anisico R (RFE 1) y calentar
aproximadamente durante 2 minutos a 105-110°C. Una vez fria,
la placa se observa a la luz visible y a la luz UV de 365 nm.
7.4.8.2 Interpretacion de resultados

La mancha de la sustancia de referencia aparece a Rf = 0.39. En
el cromatograma de la raiz de valeriana se observa, por debajo de
la sustancia de referencia, una mancha color violeta intenso,
correspondiente al &cido valerénico (Rf ~ 0.26) y una zona azul
violeta debida al acido hidroxivalerénico a Rf ~ 0.10 ambas con

fluorescencia de color rojo ladrillo intenso a la luz UV de 365 nm.

7.5 Disefio de la Investigacion

El disefio del estudio es no probabilistico a conveniencia,
utilizando estadistica no paramétrica con criterio de positividad
visual para luego determinar la concentracion minima inhibitoria
(MIC) de la actividad bactericida y antifungica, CLigo para actividad
insecticida. Las plantas elegidas en el presente estudio son
nativas de Guatemala, llamadas popularmente Valeriana, algunas
de estas con pocos estudios realizados.

En cuanto a la determinacion de los valepotriatos se realizara por
mediciébn de Rf, ensayos macro y semimicro de reacciones de

coloracion y precipitacion.



8. Resultados
Tabla 8.1

Tamizaje de la actividad antimicrobiana

EXTRACTO ETANOLICO DE LA RAIZ

BACTERIAS Valeriana Vetiveria | Perezia Chaptalia
prionophylla| zizanioides | nudicaulls| nutans
Staphylococcus _ _ _ _
aureus

Salmonella tiphy

Bacillus subtilis

Mycobacterium

smegmatis

Pseudomonas

aeruginosa

Eschericha coli

— = Sin inhibicién
+ = Inhibicion

Prueba realizada cuatro veces

Tabla 8.2

Tamizaje de la actividad antifingica
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HONGOS

EXTRACTO ETANOLICO DE LA RAIZ

FILAMENTOSOS

Valeriana
prionophylla

Vetiveria
zizanioides

Perezia
nudicaulis

Chaptalia
nutans

Aspergillus flavus

Trichophyton

rubrum

Trichophyton

mentagrophytes

— = Sin inhibicién
+ = Inhibicion

Prueba realizada cuatro veces



Tabla 8.3

Tamizaje de la actividad antifingica
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HONGOS
LEVADURIFORMES

EXTRACTO ETANOLICO DE LA RAIZ

Valeriana
prionophylla

Vetiveria
zizanioides

Perezia
nudicaulis

Chaptalia
nutans

Candida albicans

Cryptococcus
neoformans

+

— = Sin inhibicién
+ = Inhibicién
Repeticion cuatro veces

Tabla 8.3.1

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC), de las
plantas que dieron positivo en el tamizaje con hongos levaduriformes.

EXTRACTO ETANOLICO

HONGO

DE LA RAIZ Cryptococcus neoformans
Valeriana prionophylla 0.25 mg/mL
Perezia nudicaulis 0.5 mg/mL

Tabla 8.4

Tamizaje de la actividad insecticida

EXTRACTO ETANOLICO DE LA RAIZ
ESTADIOS DE LOS | Valeriana | Vetiveria Perezia |Chaptalia
INSECTOS . . . :
prionophylla | zizanioides | nudicaulis | nutans
1° - - - -
Aedes 2° - - - -
aegypti 3° - - - -
4° - - - -
1° - - - -
Anopheles 20 - - - -
albimanus 30 - - - -
4° - s : -

— = Inactiva (12 larvas vivas)
+ = Activa (12 larvas muertas)




Tabla 8.5

Determinacion quimica de valepotriatos
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RAIZ DE LA PLANTA PULVERIZADA

VALEPOTRIATOS | Valeriana | Vetiveria |Perezia |Chaptalia|Valeriana

prionophylla | zizanioides | nudicaulis | nutans | officinalis
Acido
valerénico +++ + + ++ ++
(violeta)
Acido
hidroxivalerénico +++ +++ + +++ ++
(azul-violeta)
Acevaltrato y
Valtrato ++ +++ + + +
(azul)
(Iii;jfré))valtrato + + it it i

Abundante, +++; moderado,++; escaso,+; no detectable, _
Realizado varias veces, hasta observar bandas y colores definidos

Tabla 8.5.1

Rf de los valepotriatos de las plantas en estudio.

RAIZ DE LA PLANTA PULVERIZADA

VALEPOE?ATOS Valeriana |Vetiveria |Perezia |Chaptalia|Valeriana

prionophylla | zizanioides | nudicaulis | nutans | officinalis
Acido 06 0.5, 0.6 0.7 0.6 05
valerénico
Acido 0.2 01,04 06 0.2 04
hidroxivalerénico
Acevaltrato y 04 03 0.7 03 05
valtrato
Didrovaltrato 0.8 0.7 0.9 08 | -
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9. Discusion de Resultados

El analisis de la actividad antibacteriana, de las cuatro plantas en estudio,
mostro inactividad frente a las 6 bacterias. Por lo que no se demuestra su uso
para combatir infecciones producidas por las bacterias que fueron expuestas, a
la concentracion del extracto de la raiz de 1 mg/mL. Estudios recientes del
extracto metanolico de toda la planta de Ch. nutans, muestran efecto inhibitorio
contra B. subtilis, pero a concentracion de 50 mg/mL (12.49).

En la prueba de la actividad antifingica con hongos filamentosos
(dermatofitos), las cuatro plantas no mostraron actividad, pues las colonias de
cada hongo crecieron aun mas que la utilizada como agar-control (no hay
extracto) y se esperaba mayor crecimiento en este. Sin embargo fue lo
contrario, pues el crecimiento de las colonias fue mayor en el agar-planta
(presente el extracto). Esto se debid a que el extracto posee otros nutrientes
que proveen el crecimiento, mejor aun que el nutriente provisto por el agar.
Demostrando leve concentracion de metabolitos responsables de la inhibicidn
de hongos.

En la determinacion de la actividad antifungica con hongos levaduriformes,
los resultados son diferentes. Las plantas V. prionophylla y P. nudicaulis, en
concentraciones de 0.25 y 0.50 mg/mL respectivamente, fueron activas ante
Cryptococcus neoformans. Con estos resultados, ambas plantas pueden ser
validadas para el uso del tratamiento de Criptococosis, esta enfermedad es
adquirida por inhalacién de tierra contaminada con la levadura capsulada C.
neoformans, que puede causar enfermedad pulmonar autolimitada o
diseminarse, sobre todo a las meninges, pero en ocasiones a la piel, los huesos,
las visceras u otros 6rganos (12.64).

En la prueba de actividad insecticida, las cuatro plantas resultaron inactivas
ante A. eqyptiy A. albimanus. En las tres repeticiones realizadas, las larvas de
dichos insectos no fueran afectadas. En cada prueba se colocaron de 10-15
larvas, utilizando para ello 1 mg del extracto de cada una de las plantas. Esta
prueba se realiz6 en los cuatro estadios de crecimiento de dichos insectos.

Se sabe que los derivados de los sesquiterpenos (sesquiterpen-lactonas),

poseen accidn citotéxica, antitumoral, analgésica, antimalérica, amebicida,
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insecticida e inhiben el crecimiento de las bacterias. Muchas cumarinas poseen
accion antibacteriana e insecticida. Los flavonoides poseen accion
antimicrobiana y antifangica. Derivados de colchicina poseen accion antifingica
(12.59) (12.60) (12.65). Todos estos metabolitos secundarios de las plantas se
encuentran en todas las partes de éstas, siendo mas abundante en las hojas,
flores y frutos. Por lo que se concluye, que la raiz de las cuatro plantas en
estudio poseen leve concentracion de dichos metabolitos a 1 mg/mL de
concentracion del extracto, siendo insuficiente para actuar ante los
microorganismos expuestos. Pudiendo ser mayor a dicha concentracion (> 1),
la actividad inhibitoria. Exceptuando las plantas V. prionophylla y P. nudicaulis
que fueron activas ante C. neoformans, a muy baja concentracién del extracto
de raiz de éstas.

La determinacion quimica de valepotriatos de las cuatro plantas
mostraron resultados interesantes. Los metabolitos presentes en el género
Valeriana, las cuales son: acido valerénico e hidroxivalerénico, fueron
encontradas también en las tres plantas, llamadas popularmente Valeriana. El
acido hidroxivalerénico fue abundante para: V. zizanioides y Ch. nutans. En
cuanto al 4cido v elerénico se encuentra moderadamente presente para Ch.
nutansy es escaso para P. nudicaulisy V. zizanioides. A diferencia de las dos
plantas que pertenecen al género Valeriana se encuentran abundantemente
dichos metabolitos como se esperaba, pero mas notable en V. prionophylla que
V. oficinales. Estos resultados explican el efecto sedante de las plantas
llamadas popularmente Valeriana. Siendo mas abundante en Ch. nutans, le
sigue V. zizanioidesy por ultimo P. nudicaulls.

Adicionalmente se identificé la presencia de otros valepotriatos, como lo
son: valtrato, acevaltrato y didrovaltrato. Siendo abundante didrovaltrato en ~.
nudicaulis y Ch. nutans, valtrato vy acevaltrato fueron abundantes en V.
zizanioldes.

Es importante notar que en la V. prionophylla es mas abundante &cido
valerénico e hidroxivalérenico que en la V. officinalis, de acuerdo a un estudio
realizado, el cual consisti6 comparar los niveles de concentracién de acido

valerénico y valepotriatos, de diversas especies del género Valeriana,
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proveniente de diferentes paises de Europa. Los resultados mostraron niveles
mas altos de &cido valerénico en los paises cuyas plantas pertenecian a:
Alemania, Italia y Suecia; demostrando que los niveles de éstos, son afectados
por factores como: gentotipo, clima, cosecha y procesos de preparacion
(12.52). Laraiz de la planta V. officinalis utilizada en este estudio provenia de
Espafia, a diferencia de V. prionophylla que provenia de Nebaj, Quiché de
Guatemala. Concluyendo que el pais de Guatemala cuenta con condiciones
ambientales adecuadas para la cosecha de V. prionophylla.

En cuanto a la determinacion de Rf de los valepotriatos, los valores
obtenidos fueron de mayor valor que los valores tedricos. Aunque estos valores
segun la revision bibliografica son aproximados, por lo que son variables; son
identificados por los colores caracteristicos de éstos. Una de las razones de las
variaciones de los Rfs, es mantener igualdad de las condiciones metodologicas.
Para la determinacion de &cido valerénico (color violeta) y acido
hidoxivalerénico (azul-violeta) se utilizé la metodologia de Caniigeral (12.3). La
determinacion de otros valepotriatos como didrovaltratoido (café), valtrato y
acevaltrato (azul) se utilizd la metodologia de Wagner (12.46). Esta

metodologia identifica los valepotriatos por los colores, sin hacer uso de Rfs.
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Conclusiones

El extracto etandlico de la raiz de: V. prionophylla, V. zizanioides, P.
nudicaulis y Ch. nutans no presenta actividad contra las siguientes
bacterias: E£. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, S. tiphy, M. smegmatis, a

concentracion de 1 mg/mL.

El extracto etanodlico de la raiz de V. prionophylla, V. zizanioides, P.
nudicaulisy Ch. nutans no son activos contra los hongos filamentosos
7. rubrum, T. mentagrophytes y A. flavus a concentracion de 1
mg/mL.

El extracto etanolico de la raiz de: V. prionophylla, V. zizanioides, P.
nudicaulis y Ch. nutans no poseen actividad insecticida contra A.
aeqypt y A. albimanus a concentracion de 1 mg/mL.

El extracto etandlico de la raiz de V. prionophylla, y P. nudicaulis
presentan actividad a un MIC de 0.25 y 0.5 mg/mL respectivamente
contra C. neoformans.

Los metabolitos acido valerénico y é&cido hidroxivalerénico, estan
presentes en el extracto etandlico de la raiz de V. zizanioides, P.
nudicaulis 'y Ch. nutans, plantas llamadas popularmente en
Guatemala como Valeriana.

Los metabolitos &cido valerénico y &cido hidroxivalerénico son mas

abundantes en V. prionophylla que V. officinals.
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Recomendaciones

Realizar estudios farmacolégicos de las plantas Ilamadas
popularmente Valeriana, para validar su uso como sedante, a su vez
determinar la concentracién terapéutica efectiva de cada una de

ellas.

Realizar estudios farmacoldgicos (sedante y antiespasmaédico) de V.

prionophylla, para validar su uso en el pais de Guatemala.

Realizar extraccion liquido-liquido del extracto de la raiz de V.
prionophylla 'y P. nudicaulis, para determinar en qué disolvente se
encuentra el principio activo inhibitorio del C. neoformans, e

identificarlo por medio de tamizaje fitoquimico y técnicas analiticas.

Evaluar actividad antibacteriana, antifingica, insecticida, citotéxica, y
otros de las plantas P. nudicaulisy Ch. nutans, de otras partes de la

planta, como lo son las hojas y flor.
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13. Anexos

13.1 Descripcion botanica de las plantas
13.2 Demostracion de Actividad Antifungica (hongos filamentosos)
13.3 Demostracion de Actividad Anbacteriana y Antifungica (hongos

levaduriformes)



Chaptalia nutans L.

Valeriana y roj ra tzi
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Nombre cientifico: Chaptalia nutans L.

Nombres comunes: Valeriana y roj ra tzi

Reino: Plantae

Subreino:  Embryobionta
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Chaptalia
Especie: nutans

Descripcion botanica

Planta acaulescente, perenne; hojas usualmente con peciolos largos, raramente
sésiles, las laminas oblanceolado oblongas a oblongo-ovadas; mayormente de 8
a 30 cm. De largo, muy delgadas, agudas u obtusas, comunmente
profundamente lirado lobadas por debajo (raramente sélo crenado lobadas), el
I6bulo terminal casi entero o denticulado, los I6bulos inferiores pocos y
pequefios, glabros o casi glabros en el haz, densamente flocoso-tomentosos en
el envés, el tomento escaso, blanco o grisaceo; opacos delgados, mayormente
de 15 a 50 cm. De altura, flocoso tomentosos, sin bracteas o raramente con
una o dos bracteas inconspicuas en la parte superior; cabezas comunmente
inclinadas cuando son jovenes Vy luego durante la fructificacion, erectas
Unicamente durante la floracion, de 2 a 2.5 cm. De alto; filarios linares o
lanceolados-lineares, acuminadas, flocoso tomentosas; corolas liguladas rojo-
moradas o blancas pringadas con rojo o morado; aquenios de cerca de 5 mm.
De largo, pubescentes o casi glabros, con 5 a 6 costas, el rostelo filiforme 2 a 3

veces mas largo que el cuerpo; vilano blanco o amarillento, de 1 a 1.5 de largo.



43

Distribucion

México, Belice, ElI Salvador y Panamd, Indias occidentales, Sur América. En
Guatemala se  ha descrito en los departamentos de Alta Verapaz,
Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla, Huehuetenango, lzabal, Quetzaltenango,

Retalhuleu y Santa Rosa.

Héabitat
Pantanos o matorrales y bosques abiertos humedos, frecuente en bosque de
pino, algunas veces a campo abierto; de cerca del nivel del mar a 1950 m
(12.4).

Usos populares

El cocimiento de la plantay raiz es un remedio comun para catarro pulmonar,
asma, bronquitis, resfriados, dermatitis gonorréica y sifilitica; también se usa
como emenagogo Yy aplicado a heridas y Ulceras. La infusion de las flores secas
o0 el jugo de la planta fresca se usa para el tratamiento de caspa e hinchazones.
Las hojas se usan contra dolores estomacales e intestinales. Se como
tranquilizante.

En Santa Lucia se usa para el dolor de cabeza. Se usan las hojas en aplicacion
directa. En Salamé se usa contra la tos ferina. Se hace el cocimiento de las
hojas. Se toman 9 vasos.

Las hojas hervidas se aplican localmente sobre granos y muelas con dolor
(12.9) (12.40).



Vetiveria zizanioides L.

Vetiver, khus-khus, violeta y valeriana
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Nombre cientifico: Vetiveria zizanioides L.

Nombres comunes: Vetiver, khus-khus, violeta y valeriana

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: Liliopsida

Subclase: commelinidae

Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Género: Vetiveria
Especie: zlzanioides

Descripcion botanica

Tallos hasta 2 m, comprimidos. Vainas glabras, cercanamente traslapadas,
ligula 0.15-15 mm; ldminas basales hasta 100 cm X 6-8 m, glabras excepto
pelosas en el haz arriba de la ligula. Panicula hasta 50 cm, cilindrica; ramas
numerosas, hasta 10 cm, ascendentes. Espiguillas purpureas; glumas 4-5.5
mm, iguales, 3-5 nervias, lema inferior ligeramente mas corta que las glumas;
lema superior débilmente nervada, diminutamente aristada; pélea superior, ¥
la longitud de la lema superior, linear; anteras 1.8-2.1 mm 2n=20.
Distribucion
Nativa de Asia; ampliamente cultivada y ocasionalmente escapada en climas
célidos.
Héabitat
Ocasionalmente cultivada como una planta de cercado o para estabilizar
terraplenes o terrazas, raramente escapada.
Usos populares
Las raices son vendidas para esencias, como violeta. Los extractos son
empleados como perfume. Se usa para dolores de muelas y tranquilizante
(12.7) (12.9).



Valeriana prionophyila Standl.

Pericén del monte y ceiba
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Nombre cientifico: Valeriana prionophylla Standl.

Nombres comunes: Pericon del monte y ceiba

Reino: Plantae

Subreino Tracheobionta
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Orden: Dipsacales
Familia: Valerianaceae
Género: Valeriana

Especie: prionophylla

Descripcion botanica

Hierba perenne erecta, a menudo bifurcada, raices olorosas, los tallos de 10-80
cm de alto, esparcidamente pilosos o casi glabros, los nudos pilosulosos; hojas
predominantemente basal, usualmente numerosas y aprisionadas algunas
cespitosas, las hojas individidas, oblongo-linear a espatuladas, la mayoria de 3-
30 cm de largo, 0.5-3 cm de ancho, obtusas, atenuadas hacia la base
subpeciolar, los margenes serrados, serrado-dentado, crenada o raramente
entera, usualmente ciliada, glabra o pilosulada, hojas caulinares 2-3 pares,
principalmente 2-20 cm de largo, usualmente sésiles y envuelta en la base,
algunas veces corto-perciolada; inflorescencia largamente pedunculada, las
flores numerosas dispuestas en un dicasio agregado, densa o difusa; bracteas
lineares; limbo del caliz con 9-11 segmentos exserta, las anteras aprisionadas
4-lobadas, la teca sulcada; estilo exserto; aquenios 2-3 mm de longitud, lisos o
transversalmente ruguloso, glabro o pisuloso, el adaxial con costillas

usualmente conspicuas.
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Distribucion
Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango, Sacatepéquez,

San Marcos, Solol4, Totonicapan, México (Chiapas) y Costa Rica.

Habitat
En campo abierto, frio, bosque de pino, en prados montafiosos frios o
hamedos, o preferiblemente en lugares desérticos en riscos rocosos, algunas

veces sobre calizas, 2100-4200 (12.4).

Usos populares

Se usa como sedante y antiespasmadico (12.48).



Perezia nudicaulls Gray.

Hierba de arriero, falsa contrahierba y valeriana
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Nombre cientifico: Perezia nudicaulis Gray.

Nombres comunes: Hierba de arriero, falsa contrahierba y valeriana.

Reino: Plantae

Subreino Embryobionta
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: Magnoliopsida
Subclase:  Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Género: Perezia

Especie: nudicaulis

Descripcion botanica

Perenne gruesa, abundante, con abundante rizomas, estos densamente
tapizados en el apice y numerosas salidas, espigado, raices carnosas, el
bohordo en su mayoria 10-60 cm, espigado alto, debajo de los glabros simples,
pocas diminutas bracteas o algunas veces 1-2 preferiblemente, salidas largas
cercanas a la base o en la base de las ramas, brotan aguijones basales, las
hojas delgadas, lazos elipticos dentro de la fila por fuera, en su mayor parte 5-
20 (25) cm de longitud 2.5-10 cm, 10 cm de ancho, alargado piloso, cerca por
debajo de la costa, en otro sitio glabro o tan cercano, algunas veces escabroso
por encima o mas o menos glandular purulenta, venoso en forma de red, el
borde cartilaginoso dentado triangular afilado punteado, unciforme por abajo,
pero algunas veces no todos lobulados, la base entonces cordiforme truncado;
pocas cabezas 0 numerosos, alargado pedunculado bofe, aproximadamente 10
mm de alto, 11-13 flores; inflorescencia poco definida y casi desnudos; filas
aproximadamente 5 series, oblongo en el interior; oblongo lineal, glabrate muy

obtuso o redondeado en el &pice, margen dentado; corolas blancos o roséceo,
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glabros; aquenio aproximadamente 5 mm de largo presionado; pava marrén no

seriado.

Distribucion
Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa,
Jutiapa, Quetzaltenango, el Quiché, Santa Rosa, Solola, Zacapa, el Salvador y

Honduras.

Hébitat

HUumedo o seco, campo abierto o en laderas o en bosques, a menudo bosques
de pino, 900-2500.

Ampliamente distribuido las plantas en Guatemala, pero rara vez es abundante

en una localidad, las plantas se dispersan y son poco notorias.

Usos populares

Se usa como sedante, para los nervios (12.4).
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Demostracion de Actividad Antifungica (hongos filamentosos)

Aspergillus flavus Trichophyton mentagrophytes

— = sin inhibicién ( = sin inhibicion

Trichophyton rubrum Ejemplo de:

( = sin inhibicion + = inhibicién
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Demostracion de Actividad Antibacteriana y

Antifungica (hongos levaduriformes)

Sin inhibicién
Staphylococcus aureus
Salmonella typhi
Mycobacterium smegmatis
Bacillus subtilis
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia colf

Candiaa albicans y

Cryptococcus neoformans

— = Sin inhibicién
Staphylococcus aureus

Salmonella typhi
Mycobacterium smegmatis
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosay

Candida albicans

+ = Inhibicion



Cryptococcus neoformans
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