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RESUMEN

Entre las plantas medicinales nativas de México se encuentra el zapote negro
(Diospyros digyna); una especie, muy apreciada en las comunidades rurales por su
fruto y las propiedades medicinales que se les atribuyen a las raices, la madera, las
hojas, los frutos y las semillas; estos recursos botanicos se han utilizado para tratar las
enfermedades gastrointestinales, la digestion, dermatitis, asma, y trastornos como la
hipertension y las hemorragias. Sin embargo, poco se conoce sobre el efecto inhibitorio
que pueden tener las hojas y las cortezas de tallos del zapote negro sobre bacterias

causantes de infecciones.

Por lo anterior, la finalidad de la investigacion fue evaluar el efecto biolégico de
extractos de diferente polaridad de hojas y cortezas de D. digyna sobre bacterias
Gramnegativas, Grampositivas y asociarlos con sus caracteristicas fitoquimicas y su
posible toxicidad con el ensayo de Artemia salina. Se obtuvieron extractos con cuatro
disolventes organicos de polaridad creciente (hexano, acetato de etilo, metanol y agua)
de las hojas y las cortezas de tallo. El extracto que presentd mayor rendimiento fue el
de acetato de etilo de corteza (16.34 %), seguido del hexanico de corteza (11.82 %) y

metandlico de hojas (10.41 %).

Los grupos de metabolitos secundarios (MS) se identificaron con pruebas
colorimétricas y de precipitacion. Los extractos de las hojas y las cortezas tuvieron en
comun siete de los diez tipos de compuestos secundarios ensayados: (alcaloides,
esteroides, fenoles, flavonas, glucésidos, saponinas y taninos condensados); las
cortezas adicionalmente presentaron quinonas. De los extractos de hojas, el de
acetato de etilo fue el que presentd mayor diversidad de MS (seis), mientras que en

los extractos de corteza fue el de metandlico (cinco).

Las pruebas de actividad antibacteriana demostraron que los extractos de hojas
fueron los que presentaron menor efecto, siendo activo el de acetato de etilo en la

concentracion mas alta (10 mg/d) sobre B. subtilis con halos de inhibicion de 6.33 mm,



una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 20 mg. mL™' y un porcentaje de
inhibicién relativa (PIR) de 17.1 %; mientras que de los extractos de corteza de tallos
el de mayor actividad inhibitoria fue el de acetato de etilo con concentraciones
ensayadas (2.5, 5 y 10 mg/d), la mas alta produjo halos de inhibicion de 14.33 mm
sobre S. aureus y 12.33 mm sobre B. subtilis y, una CIM fue de 10 mg. mL' para
ambas bacterias y un PIR de 46.2 % y 33.3 %, respectivamente. El extracto de corteza
de hexano también present6 actividad antibacteriana con las tres concentraciones
sobre S. aureus AC, la concentracion mas alta provocé halos de inhibicion de 8.33
mm, una CIM de 40 mg. mL"y un PIR de 26.87 %. El extracto también fue activo sobre
B. subtilis con la concentracion mas alta con halos de inhibicién de 7.66 mm, una CIM
de 20 mg. mL" y un PIR de 20.7 %.

El bioensayo de letalidad sobre nauplios de Artemia salina demostré que los
extractos no son toxicos puesto que presentaron una concentracion letal media (CLso)
alta, la excepcion fue el extracto de acetato de etilo de corteza, el cual presentd una
CLso de 972.09 mg. mL™", por lo tanto, fue categorizado como moderadamente téxico.

El efecto antibacteriano de los cuatro extractos activos sobre las bacterias
Grampositivas fue estadisticamente significativo, por lo que los extractos de D. digyna
son susceptibles a ser estudiados en el area de la biotecnologia.

Palabras clave: zapote negro, extractos vegetales, actividad antibacteriana,
metabolitos secundarios.



l. INTRODUCCION

El uso de las cualidades especiales de las plantas como remedio para combatir
enfermedades se remontan a tiempos prehistoricos, por lo que representan la forma
mas antigua de medicacion aun vigente en la medicina tradicional de muchas culturas
(Marrelli, 2021).

Su aprovechamiento, sin duda, comenzo6 con la continua experimentacion de
materiales vegetales diversos, que de acuerdo con sus caracteristicas ofrecian
agradables aromas, sabores a los alimentos, alivio al dolor y cura a las enfermedades.
Hasta el siglo XIX, las plantas y algunos productos de origen animal y mineral fueron
los unicos medicamentos empleados por el hombre en los paises occidentales (Juarez
et al, 2012). Los productos naturales aun siguen siendo de importancia
contemporanea como forma de atencién primaria de salud para aproximadamente el
85 % de la poblacion mundial (Fitzgerald et al., 2020).

La diversidad vegetal y la amplia riqueza cultural de la Republica Mexicana han
favorecido el aprovechamiento de las plantas con fines medicinales desde épocas
prehispanicas, que se transformé y aumento con la llegada de los espafioles y cautivos
provenientes de otras culturas. Este patrimonio cultural se ha transmitido de

generacion en generacion (Garcia et al., 2012).

En México existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos que
forman parte de la actual herbolaria tradicional mexicana, soportada por
aproximadamente 4 500 especies, por lo que ocupa el segundo lugar a nivel mundial
en el numero de plantas medicinales registradas (Garcia et al., 2012). El uso y la
comercializaciéon de fitofarmacos y productos naturales con fines medicinales
muestran un crecimiento acelerado en los ultimos afos, o que se evidencia con el
aumento significativo en la demanda mundial por estos productos. Lo anterior debido

a las consecuencias secundarias que algunos farmacos producen (Florian, 2024).

La herbolaria en las comunidades rurales mestizas y de pueblos originarios se

ha constituido en el principal medio para la prevencién, tratamiento y curacion de las



enfermedades. principalmente en comunidades con algun tipo de marginacion, sin
embargo, entre los usuarios existe, en la mayoria de los casos, un escaso
conocimiento de la naturaleza de los principios activos que contienen las plantas y las
reacciones que pueden generar en el organismo su consumo por tiempos prolongados
(Gallegos, 2015).

Las plantas utilizadas con fines medicinales deben su efecto a una diversidad
de principios activos que derivan del metabolismo secundario, denominados
metabolitos secundarios (MS). Las plantas producen y acumulan estos compuestos de
naturaleza quimica diversa y se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxonomicos, presentan propiedades bioldgicas diversas y muchos desempefian
funciones ecoldgicas. El aislamiento de estos compuestos ha sido un tema importante
de investigacién en los ultimos 20 afios para la busqueda y produccion de nuevos
compuestos méas efectivos contra la resistencia bacteriana (Avalos-Garcia y Pérez-
Urria, 2009). En la actualidad, se han creado diferentes formas de produccion
biotecnoldgicas a gran escala de los principios activos medicinales en las plantas, lo
que es importante para la investigacion de nuevos compuestos con diferentes fines

farmaceéuticos (Gil-Rodriguez et al., 2020).

Entre las plantas medicinales nativas de México se encuentra el zapote negro
(Diospyros digyna), muy apreciado en las comunidades rurales por su fruto y las
propiedades medicinales que se le atribuyen a las raices, la madera, las hojas, los
frutos y las semillas, que se han utilizado contra las enfermedades gastrointestinales,
la digestién, dermatitis, asma, trastornos como la hipertensién y las hemorragias
(Andueza-Noh et al., 2022). Sin embargo, poco se conoce sobre el efecto inhibitorio
que pueden tener las hojas y tallos del zapote negro sobre bacterias causantes de
infecciones producidas por bacterias. Por ello, en el presente trabajo de investigacion
se evaluo el efecto inhibitorio de los grupos de metabolitos secundarios en extractos
de diferente polaridad de hojas y cortezas de Diospyros digyna sobre bacterias

Gramnegativas, Grampositivas y el efecto toxico sobre Artemia salina.



II. MARCO TEORICO

2.1. El género Diospyros

Es el mas representativo de la familia Ebenaceae, cuenta con mas de 500 especies,
con cerca de 120 en el continente americano y mas de 20 en territorio mexicano. La
distribucion principal se presenta en zonas tropicales y subtropicales; muchas de las
especies del género son arboles dioicos de porte bajo o medio que crecen en bosques
a bajas densidades poblacionales. Pocas especies han penetrado en zonas
montafiosas y templadas. Muchas de estas especies crecen en regiones humedas,
cerca de rios 0 zonas inundables, pero algunas prefieren crecer en vegetacion seca,

sabanas y bosques caducifolios (Garcia et al., 2015).

Se han estudiado cerca de 130 especies del género Diospyros caracterizados
por la presencia de -carotenoides, taninos, azucares, carbohidratos, lipidos,
compuestos aromaticos, flavonoides, fenoles, cumarinas, esteroides, terpenoides y
naftoquinonas en tallos, hojas, raiz, fruto, flor, semilla y corteza, siendo los triterpenos
y las naftoquinonas los que se han encontrado de manera mas abundante en

practicamente todos los tejidos (Sanchez, 2018).

2.2. El zapote negro (Diospyros digyna)

2.2.1. Generalidades y distribucién

Se puede encontrar creciendo en selva alta perennifolia y subperennifolia, selva baja
caducifolia, bosque caducifolio y vegetacion secundaria derivada de estos tipos de
vegetacion. En México, esta especie se encuentra en varias zonas tropicales y
subtropicales del pais (Figura 1). De forma nativa a lo largo de ambas costas de México
desde Jalisco hasta Chiapas, Veracruz y Yucatan, pero principalmente en los estados
de Campeche, Guerrero, Michoacan, Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Yucatan
(Fideicomiso de Riesgo Compartido, 2017; Merino-Sanchez et al., 2021).
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Figura 1. Distribucién de Diospyros digyna en México. Los Estados en color verde
representan su ubicacion (iNaturalist, 2025).

En Chiapas, se tienen registros de esta especie en las localidades de Palenque,
Catazaja, Copainala, Tapachula, Berriozabal, Tuxtla Gutiérrez, la Trinitaria y en la
Reserva de la Biosfera Montes Azules (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de Diospyros digyna en Chiapas. Los cuadros en color verde y los
puntos rojos representan su ubicacion (iNaturalist, 2025).



2.2.2. Descripcion botanica

Es un arbol que alcanza hasta 25 m de altura (Figura 3), con un tronco de hasta 2.5 m
de diametro a la altura del pecho, las hojas son alternas, simples y enteras, de forma
oblongo-elipticas, con una longitud de 1 a 30 cm y textura semicoriacea, presentan el
apice agudo, acuminado u obtuso y la base cuneada o atenuada. Las flores son
axilares, solitarias o en cimas, con el caliz persistente y acrescente, presentan 4 6 5
sépalos, los cuales estan unidos hasta la mitad del caliz; la corola es de forma
urceolado-campanulada, blanca, con 4 6 5 pétalos unidos hasta la mitad de la corola.
El fruto es una baya globosa o semiglobosa, solitaria, verde brillante y lisa, de 3 a 10
cm de diametro y presentan un olor dulce, el mesocarpio es negro, de textura suave y
sabor dulce. Este es un alimento nutritivo y rico en calcio, vitamina C, carbohidratos,

minerales y acido ascoérbico, superando en este ultimo a los citricos (Pacheco, 1981).

Figura 3. Arbol de Diospyros digyna. Fotografia Ortiz-Lopez (2023).



2.2.3. Sinonimias

Las sinonimias de Diospyros digyna encontradas en la revisiébn de la literatura

especializada se anotan a continuacion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sinonimias pertenecientes a la especie Diospyros digyna
Sinonimia Referencia documental

Diospyros ebenaster Retz.
Jiménez-Gonzalez y Guerrero-Beltran, 2021

Sapota nigra Blanco

Diospyors digyna Jacq.

Diospyros sapota Roxb.

Diospyros obtusifolia Kunth Royal Botanic Gardens, Kew, 2000

Diospyros edulis Lodd.

Diospyros sapotanigera DC.

Diospyros tliltzapotl Sessé & Moc.

2.2.4. Nombres vernaculos y étnicos

El nombre cientifico aceptado actualmente del zapote negro es Diospyros digyna; sin
embargo, también puede encontrarse como Diospyros nigra, especie originaria de
México y Centro América. A esta especie se le conoce con diferentes nombres,
dependiendo de donde crece, el nombre mas conocido es zapote negro, sin embargo,
también se le conoce como ébano, guayabota, limpia dientes, matasano de mico,

zapote prieto, zapote de mico y black persimmon (inglés) (Crane y Balerdi, 2006).

El nombre zapote proviene de la lengua nahuatl (sapote = "tliltzapotl", donde
"tilli" significa negro y "tzapotl" zapote), en nahuatl también se le conoce como
totocuitlatzapotl (zapote de excremento de pajaro). En maya recibe el nombre de ta'uch
o tauch-ya; en totonaco bianqui o sawat; en otomi se le conoce como bomrza o bonza,
en zapoteco como biaahui o biaqui; en tenek recibe el nombre de munek'; en zoque
como inu y en popoloca como xindé (Crane y Balerdi, 2006; Jiménez-Gonzalez y
Guerrero-Beltran, 2021; Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana, 2025).



2.2.5. Usos medicinales

Es un remedio utilizado para tratar la diarrea, mejorar la digestion, infecciones de la
garganta, desinflamar, ayuda a conciliar el suefo, a reducir el colesterol, a regular el

indice de glucosa en la sangre y previene la degeneracion macular (Navarrete, 2024).
Uso medicinal de hojas

La cultura totonaca, con pueblos originarios en los estados de Veracruz, Puebla e
Hidalgo, utilizaban y quiza, sigan utilizando la infusion de hojas como laxante ligero y
antileucorreico (Alfaro, 1984). La decoccion de las hojas es util en el tratamiento de
problemas digestivos y respiratorios y de manera tépica alivia dolores musculares y
articulares. Las hojas, como cataplasma, han demostrado ser utiles en el tratamiento
de enfermedades cutaneas como la lepra, la dermatofitosis o la tifia (infeccion fungica
de la piel) y enrojecimiento o urticaria de la piel (Jiménez-Gonzalez y Guerrero-Beltran,
2021).

Uso medicinal de tallos

La decoccidn de los tallos consumida por la noche puede ayudar a aliviar los sintomas
nerviosos o reducir la fiebre. En forma de compresa, los tallos sirven como astringente
(agente antihemorragico) (Jiménez-Gonzalez y Guerrero-Beltran, 2021). La decoccion
del tallo se usa para tratar la arterioesclerosis y goza de reputacion para bajar la

presion arterial (Morera, 1992).

2.3. Metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran variedad de compuestos organicos, la mayoria de los
cuales no parecen participar directamente en su crecimiento y el desarrollo. Estas
sustancias, tradicionalmente denominadas metabolitos secundarios, suelen estar
distribuidas de forma diferencial entre grupos taxonémicos limitados dentro del reino
vegetal. Estos metabolitos son aquellos que suelen producirse en una fase posterior
al crecimiento, no tienen funcion en el crecimiento (aunque pueden tener funcién de

supervivencia), como ya se menciono, son producidos por ciertos grupos taxonomicos,



tienen estructuras quimicas inusuales y a menudo se forman a partir de compuestos
quimicos excedentes del metabolismo primario. Los MS de las plantas son fuentes
unicas de posibles productos farmacéuticos, aditivos alimentarios, aromas y otros

materiales industriales (Tiwari y Rana, 2015).

Los MS pueden clasificarse de diversas formas, puede basarse en funcion de:
su estructura quimica (por ejemplo, que tengan anillos, que contengan un azucar), su
composicidn (contienen nitrégeno o no), su solubilidad en diversos disolventes o la via
por la que se sintetizan. Sin embargo, la clasificacion utilizada en este trabajo es la
anotada por Avalos Garcia y Pérez-Urria (2009), quienes agrupan a los metabolitos
secundarios en cuatro clases principales: alcaloides, compuestos fendlicos, terpenos

y glicésidos.

2.3.1. Alcaloides

Los alcaloides, son compuestos nitrogenados que se sintetizan a partir diversos
aminoacidos. La palabra alcaloide proviene del arabe alkali que hace alusion a su
comportamiento quimico parecido al de las bases que tienen una consistencia
jabonosa y sabor amargo. Generalmente aparecen en los vegetales en forma de sales
y raramente en forma libre (Balam Diaz, 2024).

Son compuestos heterociclicos que generalmente se sintetizan a partir de
aminoacidos, tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina,
solos o combinados con terpenoides. También se pueden derivar de purinas y del
acetato de los policétidos. Estos compuestos tienen estructuras de bajo peso
molecular y forman aproximadamente el 20 % de los MS (Sepulveda et al., 2003).
Dependiendo de su precursor biosintético y su sistema de anillos heterociclicos, los
alcaloides se han clasificado en diferentes categorias que incluyen alcaloides de indol,
tropano, piperidina, purina, imidazol, pirrolizidina, pirrolidina, quinolizidina e

isoquinolina (Kauri y Arora, 2015).



Se pueden encontrar en una sola especie vegetal (muy especifico) o en diversas
especies vegetales (inespecificos). Por ejemplo, la cocaina en las hojas de la coca
(especifico) y la cafeina en las de té y café (inespecifico) (Anénimo, 2025).

Las fuertes propiedades biolégicas de los alcaloides los han hecho
histéricamente importantes en la medicina convencional y contemporanea. Esta bien
establecido que pueden usarse para tratar infecciones, especialmente aquellas que
muestran signos de resistencia a multiples farmacos. Las bacterias se encuentran
entre los microorganismos patdgenos contra los cuales alcaloides como la berberina,
la sanguinarina y la piperina han mostrado una potente actividad antibacteriana. Las
propiedades antibacterianas de los alcaloides se atribuyen principalmente a su
capacidad para alterar las membranas celulares y suprimir la actividad enzimatica
(Mahmood et al., 2024).

Los alcaloides tienen la capacidad de intercalarse con el DNA, detener la
sintesis de proteinas y pueden alterar la division celular. Los alcaloides también
pueden ejercer actividades antibacterianas al interferir con los metabolitos primario y
energético en las bacterias para bloquear las toxinas bacterianas o inhibir el
crecimiento bacteriano. El trifosfato de adenosina (ATP) se encuentra entre los
objetivos potenciales de los alcaloides. EI ATP no solo juega un papel importante en
la respiracion y el metabolismo primario, sino que también actua como fuente de
energia para algunas reacciones enzimaticas. Por lo tanto, la inhibicion de la ATP
sintasa afecta muchos procesos metabdlicos normales en las bacterias, o que puede

conducir a la muerte (Yan et al., 2021).

2.3.2. Compuestos fendlicos o fenoles

Los fenoles son compuestos aromaticos que contienen uno o0 varios grupos
funcionales hidroxilo. Se sintetizan mediante diferentes rutas como la del shikimato.
Se les clasifica en taninos, flavonoides, quinonas y ligninas. Se agrupan por el numero
de sustituyentes fendlicos dentro de la molécula, como se muestra en la siguiente

figura.
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Figura 4. Diversos tipos de fenoles (Meyer et al., 2018)

Los compuestos fendlicos son unos de los principales MS de las plantas. Los
fenoles son sintetizados por las plantas y son regulados genéticamente, tanto a nivel
cualitativo como cuantitativo, sin embargo, también los factores ambientales regulan
su sintesis. Ademas, actuan como fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles
para defenderse de posibles ataques fungicos o bacterianos) y contribuyen a la
pigmentaciéon de muchas partes de la planta, por ejemplo, los antocianos son los
responsables del color rojo, naranja, azul, purpura o violeta que se encuentran en las
pieles de frutas y hortalizas. Por otro lado, cuando los fenoles son oxidados, dan lugar
a las quinonas que dan un color pardo que muchas veces es indeseable (Gimeno,
2004).

Quimicamente, los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso que
comprende desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos, hasta polimeros
complejos como los taninos y la lignina. Entre los compuestos fendlicos también se

encuentran los pigmentos flavonoides (Martin, 2018).

Los compuestos fendlicos poseen actividad antimicrobiana y son mas efectivos
sobre las bacterias Grampositivas que sobre las Gramnegativas. Tienen la capacidad
de inactivar los sistemas enzimaticos y afectan a las bacterias a través del dafo a la
pared de la membrana celular, este efecto conduce a un cambio en la hidrofobicidad y
carga de la superficie celular, con la consiguiente fuga de contenido citoplasmatico
(Abud et al., 2015). La inhibicion de bacterias Grampositivas y Gramnegativas también
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se ha evaluado por la destruccion de las células bacterianas y proteinas celulares,
ademas de la inhibicion de la actividad Na+/K+-ATP-asa. La actividad antimicrobiana
esta en intima relacion con la concentracion y la especie microbiana a tratar (Correa y
Silva, 2023).

Taninos

Son polimeros polifendlicos solubles en agua, de alto peso molecular. Poseen un gran
numero de grupos hidroxilo fendlicos que les brinda la capacidad de formar complejos
principalmente con las proteinas y en menor medida con iones metal, aminoacidos y

polisacaridos (Vélez-Terranova et al., 2014).

Los taninos estan presentes en diferentes plantas, son moléculas complejas
formadas por cerca de 12 a 16 grupos fendlicos, lo que les otorga gran capacidad para
interaccionar con otras moléculas de interés biolégico (Hassanpour et al., 2011). Son
compuestos que se encuentran en la madera, la corteza, rizomas, raices y frutas de
las plantas. Son parte de la familia de los polifenoles que se encuentran presentes
como MS en varias especies vegetales (Olivas et al., 2015; Montoya-Inzunza y
Gutiérrez-Grijalva, 2021).

La mayoria de los taninos, segun su estructura quimica se clasifican en dos
grupos: condensados (TC) e hidrolizables (TH) (Figura 5), sin embargo, diversos
autores incluyen a los florotaninos (derivados de algas café) (Olivas et al., 2015). Se
emplean en diversas industrias, entre ellas la farmacéutica, en la que son parte de la
formulacion de agentes antidiarreicos, antibacteriales, antivirales, inhibidores de
enzimas, hepatoprotectores y vasodilatadores, entre otros (Montoya-Inzunza y
Gutiérrez-Grijalva, 2021).

Los taninos condensados son el resultado de la polimerizacién de unidades de
flavan-3-ol como la catequina, epicatequina o leucocianidina unidos mediante enlace
C-C y carentes de un nucleo glucosidico. Los taninos hidrolizables por su parte estan
compuestos por ésteres de acido galico (galotaninos) o acido elagico (elagitaninos)
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unidos a una unidad central de carbohidrato y su nombre hace referencia a su

capacidad para hidrolizarse en presencia de acidos, bases o enzimas.

Figura 5. Tipos de taninos. A: condensado; B: hidrolizable (Hassanpour et al., 2011)

Los taninos son capaces de atravesar la pared celular bacteriana hasta la
membrana interna, interfiriendo con el metabolismo de la célula causando su muerte.
En las bacterias Grampositivas, su accién es rapida mientras que en las bacterias
Gramnegativas, que tienen una doble membrana, es mucho mas lenta. Ademas, los
taninos pueden quelar el hierro férrico de su entorno, por lo que el hierro no esta
disponible para las bacterias, el cual es esencial para el crecimiento bacteriano 6ptimo
(Kabeer et al., 2020).

Flavonoides

Los flavonoides, también conocidos como bioflavonoides, forman un grupo de
alrededor de 5 000 compuestos fendlicos que tienen una estructura quimica similar,
dotandolos de propiedades funcionales importantes al ser consumidos. Son
compuestos que presentan una estructura fendlica basica que presenta uno o mas
anillos de tipo fenol, en su composicion. Son un tipo de polifenol, aunque es importante
sefalar que no todos los polifenoles son flavonoides, por ejemplo, el resveratrol es un
compuesto polifendlico, sin embargo, no es considerado un flavonoide. El resveratrol

pertenece a un grupo denominado estilbenos (Cruz, 2025).
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Los flavonoides se encuentran generalmente combinados con azucares en
forma de glicésidos, aunque también pueden encontrarse de forma libre. Es importante
sefalar que los glicésidos o glucdsidos son compuestos formados por un azucar y otra
molécula cualquiera mediante un enlace no digerible por el intestino humano. No debe
confundirse el término glicésido o glucdsido, con glucido, estos ultimos son también

denominados azucares, hidratos de carbono o sacaridos (Cruz, 2025).

Estos metabolitos pueden encontrarse en todas las familias de plantas
superiores y en casi todas las especies vegetales; es decir, que los flavonoides estan
presentes en todas las frutas, verduras y hierbas aromaticas. En las plantas, estos
compuestos son los principales responsables de los pigmentos rojo, azul y morado que
las colorean, tienen funciones de proteccion ultravioleta (UV), modulan la actividad
enzimatica, atraen o repelen insectos, son atractivos para los polinizadores (Martin,
2018).

Los flavonoides se clasifican en siete subclases segun las modificaciones de
sus esqueletos basicos; estas subclases incluyen flavonas, flavanonas, isoflavonas,

flavonoles, chalconas, flavanoles y antocianinas (Chen et al., 2023)

Varios flavonoides muestran una buena inhibicién bacteriana, actuando como
bactericidas y agentes bacteriostaticos; sin embargo, la actividad biolégica depende
de los grupos sustituyentes de la estructura del flavonoide, que varian entre

estructuras, como se observa en la siguiente figura.

OH O OH O OH O
Luteolina Baicaleina Quercetina

Figura 6. Flavonoides con propiedades antibacterianas (Shamsudin et al., 2022).
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Diversos estudios apuntan a la participacién de los flavonoides en la disrupcion
de las membranas celulares. Esta disrupcion se derivaria de la particion de
compuestos no polares en el interior hidrofébico de la membrana y debido a la
interaccidn entre la membrana bacteriana y la formacion de enlaces de hidrogeno entre

grupos polares de lipidos celulares con los flavonoides mas hidrofilicos.

Ademas, otros estudios han apuntado a un aumento de la permeabilidad celular
a través de una disminucién de los lipidos de la bicapa. Adicionalmente, otros estudios
han demostrado la capacidad de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) que
pueden causar alteraciones en la permeabilidad de la membrana y conducir al dafio

de la membrana (Correa y Silva, 2023).
Quinonas

Son compuestos fendlicos originados por via acetato, oxigenados, compuestas por un
cromoforo basico de benzoquinona, que es una estructura ciclica insaturada con dos
grupos carbonilo. La estructura de tipo benzoquinona forma la unidad basica de las
quinonas. Por lo tanto, las benzoquinonas sirven como componente basico importante
en la biosintesis de quinonas. En la naturaleza, las benzoquinonas se encuentran en

plantas con flores, hongos, liquenes e insectos (Chan ef al., 2023).

Los grupos principales de quinonas son las benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas y poliquinonas. Algunos ejemplos de ellas son las ubiquinonas y las
plastoquinonas que forman parte de las bezoquinonas (Rami et al., 2021); dentro de
las naftoquinonas se encuentran la alcalina y plumbagina, mientras que la aloina y

lucidina son antraquinonas (Figura 7) (Martinez y Benito, 2005).

OH o H OH

Alcalina Lué’idina

Plumbagina

Figura 7. Diversas estructuras de quinonas (/dem).
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Las quinonas y sus derivados son compuestos biologicamente activos y se ha
demostrado que poseen actividad antibacteriana, atribuida principalmente a la
presencia de grupos hidroxi en las posiciones orto o adyacentes relacionadas con el
carbonilo es de interés crucial para la formacién de quelatos altamente estables con
una miriada de iones metalicos que contribuyen a ampliar las actividades biocidas de
las quinonas, especialmente porque pueden influir en las estructuras de las proteinas
y en la capacidad reguladora de transferencia de electrones, asi como en el
reconocimiento/unién del sustrato (Dahlem et al., 2022). Ademas, la actividad
antibiofilm observada en las quinonas se debe a cuatro mecanismos principales:
ruptura de membrana y union al complejo de adhesina a la pared celular, interaccion

con el ADN eucariota y bloqueo de la fusion viral (Franza y Gaudu, 2022).

2.3.3. Terpenos

Los terpenos corresponden a la familia de los productos naturales con cerca de 40 000
compuestos, son los ejemplos mas impresionantes de la evolucion divergente de las
sustancias quimicas de las plantas. Los terpenoides también se conocen como
isoprenoides, ya que su estructura base esta formada por la union de unidades de
isopreno (CsHsg), algunos ejemplos son los aceites esenciales, triterpenoides y

esteroles (Sanchez y Garcia-Figueroa, 2022).

Su estructura tipica contiene esqueletos carbonados generalmente (en algunos
casos no se da) representados por (Cs),, clasificandose como: hemiterpenos (Cs),
monoterpenos (C1o), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), sesterterpenos (Cas),
triterpenos (Cao) y tetraterpenos (Cao). Los terpenos, pueden encontrase en fuentes
vegetales libres o formando glucosidos (especialmente los triterpenos) en cuyo caso
son llamados saponinas (Macias et al., 2010).

Estos compuestos tienen una composicion quimica variada, que va desde una
molécula simple con carbono e hidrégeno hasta moléculas mas complejas con grupos
organicos oxigenados, alcoholes, aldehidos, cetonas y éteres. Muchas de estas

moléculas con 10 y 15 atomos de carbono tienen una actividad biolégica importante
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como antimicrobianos, antifungicos, antioxidantes, antiinflamatorios, insecticidas,

analgésicos, anticancerigenos y citotoxicos, entre otros (Noriega-Rivera, 2021).

Los terpenos que se encuentran en los aceites esenciales son generalmente
monoterpenos, como el limoneno y el mentol, principales constituyentes de los aceites
de limén y menta, respectivamente. Entre los diterpenoides se encuentran las
giberelinas y el fitol, un diterpeno de cadena abierta que forma parte de la estructura
de las clorofilas. Entre los triterpenos se encuentran esteroides y esteroles derivados
del escualeno, una molécula de cadena lineal de 30 carbonos de la que derivan todos
los triterpenos ciclicos. Los terpenos de mayor tamafio son los tetraterpenos y
politerpenos, entre los que se encuentran los carotenoides (tetraterpenos) y los
hidrocarburos de alto peso molecular como el caucho y gutapercha (politerpenos o
poliisoprenoides) (Avalos Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Muchos de los compuestos que pertenecen a la familia de los terpenos poseen
propiedades antimicrobianas que se han asociado a su composicion quimica,
estructura y grupos funcionales. La actividad antimicrobiana de los terpenos puede
explicarse por medio de algunos de los siguientes mecanismos de accion: la inhibicion
de la biosintesis y funcion de los acidos nucleicos, interferencia de procesos
metabolicos esenciales, induccion de la coagulacion de los componentes

citoplasmicos y la interrupcion en la comunicacion celular (Gallegos et al., 2019).
Lactonas sesquiterpénicas

Son metabolitos secundarios terpenoide que contienen 15 atomos de carbono con
estructura isoprenoide en el que se pueden encontrar uno o mas anillos lactonicos que
pueden tener una orientacion cis o trans. Las lactonas sesquiterpénicas se encuentran
en varias familias botanicas como las Angiospermas, incluyendo Amaranthaceae,
Apiaceae, Asteraceae, Bombacceae, Burseraceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae,
Lauraceae y Magnoliaceae, entre otras (Sanchez y Garcia-Figueroa, 2022). La
diversidad quimica de las lactonas sesquiterpénicas se basa en la variedad de
estructuras de la cadena principal, la diferente formacion del anillo de lactona y la gran

variedad de decoraciones de las cadenas principales, la mayoria son y-lactonas. Esto
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significa que son producto de una esterificacién intramolecular (lactonizacion) de un
grupo carboxilo con un grupo hidroxilo en la posicién y. Las y-lactonas pueden
formarse de cuatro maneras diferentes: 6,7 cis o trans y 7,8 cis o trans, y en la mayoria

de los casos contienen una fraccion a-metileno (Frey et al., 2024).

Estas moléculas poseen multiples actividades bioldgicas, entre las que se
destacan la actividad antineoplasica y citotoxica, ambas vinculadas a la funcion del
agrupamiento a-metilén-y-lactona, al parecer por ataque nucleofilico de determinados
centros activos de las proteinas al doble enlace a través de una adicion conjugada.
Asi, los grupos tiol de la cisteina parecen ser las dianas primarias de las lactonas
sesquiterpénicas, la cual da lugar la inhibiciéon de diversas funciones celulares que
conducen a las células a la apoptosis (Ruiz y Suarez, 2015). La actividad
antimicrobiana de estos metabolistos secundarios también esta asociada a cambios
en la sintesis proteica, alteracion de la permeabilidad celular e interacciéon con
fosfolipidos de la pared celular que alteran la integridad de la membrana (Mazur y
Maslowiec, 2022).

Esteroides

Los esteroides que contienen un grupo alcohol, y es el caso de casi todos los
esteroides vegetales, se denominan esteroles. Los mas abundantes en plantas son el
estigmasterol y el sitosterol, este ultimo solo difiere del estigmasterol en la ausencia
del doble enlace entre C 22 y C 23. Los esteroides son componentes naturales de las
células vegetales y realizan funciones biologicas en ellas similares a las que realiza el
colesterol en las células de los mamiferos: mantenimiento de la estructura y funcion

de la membrana celular (Rahman et al., 2017).

Se ha reportado que los esteroides poseen actividad antibacteriana, tanto contra
bacterias Grampositivas como Gramnegativas. EI mecanismo de accion de estos
compuestos se debe al caracter lipofilico, que ocasionan cambios o dafos en la

composicién de acido grasos en la membrana exterior de bacterias e incrementan la
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permeabilidad causando pérdidas de ATP, fuga de iones y por lo tanto, lisis celular
(Jain et al., 2019).

2.3.4. Glucosidos

Pertenecen a la familia quimica de los glicosidos, que engloban a todos los

compuestos quimicos unidos a residuos azucarados.

Los glucésidos de las plantas son compuestos quimicos formados por la union de un
enlace glucosidico con un azucar (glicona que es hidrofilica) a otra molécula no
azucarada (aglicona o genina que es principalmente lipofilica). Cabe aclarar que los
glucosidos no son fenoles, pero muchos compuestos fendlicos se presentan en forma
de glucosidos. La forma de union aumenta la solubilidad en agua, facilita el transporte
dentro de la planta, mejora la estabilidad (por ejemplo, frente a la oxidacion) y permite
la liberacién selectiva del principio activo a través de enzimas o cambios de pH
(Parada, 2023).

Ampliamente distribuidos en las plantas, los glucésidos son estructuralmente
diversos y dadas sus bioactividades comprobadas y uso tradicional, son de gran
importancia para la farmacognosia, aunque aun queda mucho por dilucidar sobre sus

funciones y propiedades (Bartnik y Facey, 2024).

Existen cuatro grupos de glicésidos de particular interés, el primero es el de las
saponinas, en el que se encuentran glicosidos esteroideos, glicésidos esteroideos
alcaloides o bien glicésidos triterpenos. El segundo es el de los glicosidos cardiacos o
cardendlidos, que son semejantes a las saponinas esteroideas, pero su estructura
contiene una lactona. El tercero es el de los glicésidos cianogénicos, que se tratan de
compuestos nitrogenados, que no son tdxicos por si mismos, pero se degradan cuando
la planta es aplastada liberando sustancias volatiles toxicas como cianuro de
hidrégeno (HCN). Un ejemplo es la amigdalina. Y el cuarto grupo es el de los
glucosinolatos, también llamados glicosidos del aceite de mostaza, los cuales se
degradan y desprenden sustancias volatiles responsables del aroma, el olor y el gusto

de condimentos como la mostaza (Avalos Garcia y Pérez-Urria, 2009).
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Las caracteristicas estructurales de los glicésidos, como la presencia de la
fraccion de azucar o el numero de grupos hidroxilo, pueden cambiar significativamente
la permeabilidad de la membrana y la afinidad posterior a los sitios de union externos
e internos en las bacterias, por lo tanto, pueden dafar la membrana citoplasmatica y

causar pérdida de componentes intracelulares (Lafuente, 2018).

Saponinas

Las saponinas constituyen una gran familia de compuestos estructuralmente
constituidos por un anillo terpenoide o esteroidal, conocidos como aglicona o
sapogenina, sustituidos por oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos que les
confieren un caracter anfifilico. Las saponinas ofrecen también una alta actividad
superficial debido a la combinacion estructural de un grupo polar (azucar) y uno no
polar (esteroide o triterpeno), propiedad que permite su uso como un detergente
natural, agente estabilizante y emulsificador en productos de limpieza y cosméticos
(Ahumada et al., 2016).

Las saponinas son producidas principalmente por plantas, donde forman parte
del sistema de defensa contra patogenos y depredadores. Diversos géneros de plantas
pueden producir estos compuestos en distintas partes como semillas, raices, hojas,
frutos, tallos y cortezas. Un rasgo distintivo de las saponinas es su capacidad de
producir espuma (Reichert et al., 2019). Muchos compuestos “formadores de espuma”
son glucésidos, asi la parte aglicona de las saponinas glucosidicas consiste en
triterpenoides pentaciclicos o esteroides tetraciclicos. Son heterogéneos

estructuralmente, pero poseen caracteristicas funcionales en comun (Parada, 2023).

Estas moléculas presentan actividad biolégica, con beneficios a la salud,
dependiendo principalmente del tipo de sapogenina, los azucares unidos a la
estructura y su concentracion en la fuente vegetal. Entre las plantas utilizadas en la
medicina herbal para tratar diversas enfermedades, la mayoria son consideradas
fuentes de saponinas con potencial de aplicacion médica mediante el desarrollo de
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farmacos. Por ejemplo, en la medicina tradicional china se utiliza el ginseng y otras

plantas ricas en saponinas debido a su actividad antimicrobiana (Gongora et al., 2023).

En las saponinas la ramificacién terminal del azucar se relaciona con la actividad
antibacteriana ya que forman complejos con esteroles de las membranas celulares y
producen poros en la misma, alterando su permeabilidad y provocando la lisis del
microorganismo (Carrillo y Galvan, 2022). Ademas, las saponinas han demostrado el
potencial de actuar sinérgicamente con los antibidticos, contribuyendo al reciclaje de
antibioticos antiguos que alguna vez se consideraron ineficaces debido a problemas
de resistencia. Por tanto, el efecto sinérgico de las combinaciones de saponinas con
antibiéticos estandar abre un campo completamente nuevo de posibles aplicaciones
en medicina para superar la resistencia de los microorganismos resistentes a multiples

farmacos (Tagousop et al., 2018).
2.4. Bacterias ensayadas

2.4.1. Generalidades

Las bacterias son microorganismos unicelulares relativamente simples. Dado que su
material genético no estd encerrado por una membrana especial, se denominan
procariontes. Las bacterias estan recubiertas por paredes celulares que en gran parte
estan constituidas por un complejo hidrato de carbono y proteina denominado
peptidoglucano. Suelen reproducirse mediante la division en dos células iguales; este
proceso se conoce como fision binaria. Algunas bacterias pueden producir sus propios
alimentos mediante la fotosintesis y algunas pueden nutrirse a partir de sustancias
inorganicas y otras sustancias organicas (Tortora et al., 2017).

Para identificar a las bacterias se emplean gran variedad de tinciones, una de
las mas conocidas es la tincion de Gram, que permite dividir a la mayoria de las
bacterias en dos tipos, las que retienen el cristal violeta y que se tifien de color azul se
definen como Grampositivas, y las que no lo retienen se denominan Gramnegativas

(Jiménez y Vélez, 2012).
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La diferencia entre las bacterias Grampositivas y Gramnegativas se debe a la
naturaleza quimica de sus paredes celulares (Figura 4). En las primeras el
peptidoglucano no se tifie propiamente, mas bien, parece que actua como barrera de
permeabilidad para evitar la pérdida del complejo de cristal violeta-yodo, el que no es
eliminado durante |la fase de decoloracion y las bacterias continuaran tefidas de color
azul ya que el alcohol contrae los poros de la gruesa capa de peptidoglucano; mientras
que la capa de peptidoglucano de las bacterias Gramnegativas es muy fina, sin tantos
enlaces y con poros de mayor tamafo, ademas, también es posible que el tratamiento
con alcohol extraiga suficientes lipidos de su envoltura para aumentar su porosidad.
Por estos motivos, el alcohol elimina mas facilmente el complejo cristal violeta-yodo de
las bacterias Gramnegativas (Prescott et al., 2002).
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Figura 8. Diferencias de la pared celular entre bacterias Gramnegativas y Grampositivas
(Lamont et al., 2015).

2.4.2. Bacterias Grampositivas

Las bacterias Grampositivas producen una gama de toxinas que pueden contribuir a
su patogenicidad. Investigaciones recientes han demostrado que muchas de estas
toxinas juegan un papel esencial en la supervivencia y virulencia de estas bacterias,
pero para algunas toxinas su importancia evolutiva y beneficios potenciales para las
bacterias que las albergan siguen sin estar claros. Las toxinas son un factor importante
en la patogénesis de muchas infecciones bacterianas Grampositivas, causando dafio
tisular y contribuyendo a la gravedad de la enfermedad. También pueden tener efectos
mas alla de su papel directo en la patogénesis, como influir en el comportamiento de
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otras bacterias en el microbioma, alterar la respuesta inmune del huésped e incluso la
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos, provocando resistencia a los mismos
(Sharma et al., 2023).

El desarrollo de resistencia en cepas Grampositivas inicia usualmente en las
unidades de cuidados intensivos. Es en estas unidades donde los pacientes pueden
no solo tener infecciones cruzadas, sino que pueden al estar expuestos a antibidticos
multiples de amplio espectro desarrollar mas resistencia. Durante décadas, la
problematica de la resistencia se concentraba en bacterias Gramnegativas, en los
ultimos afos este fendmeno ha cambiado y actualmente la resistencia a los
antimicrobianos en bacterias Grampositivas, como Staphylococcus aureus, se ha
incrementado a nivel mundial y gran parte de las estrategias para el control de la
resistencia van dirigidas a este grupo de microorganismos (Morfin et al., 2002).

Las bacterias Grampositivas seleccionadas para determinar el efecto
antibacteriano de los extractos vegetales del zapote negro son Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Bacillus subtfilis.

Staphylococcus aureus

Esta bacteria (Figura 5) de la familia Staphylococcaceae esta clasificada como un coco
Grampositivo que se agrupa en racimos, 3 hemolitico, catalasa y coagulasa positiva.
Su tamarfno oscila entre 0.8 y 1.5 micrometros de diametro. Para su crecimiento
requiere de temperaturas entre 30 a 37 °C y un pH entre 4.2 a 9.3, siendo el 6ptimo
entre 7 a 7.5 (Pasachova et al., 2019).

Crece bien en medios de cultivos no selectivos, como el agar sangre, agar
chocolate, agar infusion cerebro corazén (BHI, por sus siglas en inglés) y medios
liquidos para hemocultivo donde se recupera facilmente. El medio recomendable y
usado por la mayoria de los laboratorios es el agar sal manitol o medio de Chapman
por su elevado contenido de sal que inhibe el crecimiento de la mayoria de las
bacterias Gramnegativas. Este medio permite realizar la identificacion presuntiva de

S. aureus por la pigmentacion amarilla caracteristica (Prescott et al., 2002).
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La identificacion de S. aureus se realiza con el empleo de la tincién de Gram,
pruebas bioquimicas como: prueba de la catalasa, fermentacion de glucosa, que
permite diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus, que también se
considera catalasa positiva pero no fermenta la glucosa (Cervantes et al., 2014).

Esta bacteria se encuentra en la microbiota cutanea normal de animales y
humanos, con una tasa de transporte de entre el 20 y el 30 % en la poblacion humana
sana. S. aureus es una de las bacterias mas implicadas en las enfermedades
humanas, produce infecciones alimentarias ya que las bacterias se multiplican en los
alimentos y producen toxinas especialmente si el alimento se mantiene a temperatura
ambiente. Los abscesos, las infecciones pulmonares, la bacteriemia, la endocarditis y
la osteomielitis son causadas por S. aureus en humanos (Ahmad et al., 2021).

Las infecciones por esta bacteria dependen de la produccion de proteinas de
superficie que inician la adherencia bacteriana a los tejidos del huésped, la secrecion
de toxinas y enzimas extracelulares que destruyen las células y los tejidos del
huésped, la evitacidbn o inactivacion del sistema inmunologico del huésped y el
crecimiento y expansion de bacterias en células y tejidos huésped. S. aureus produce
muchas y muy variadas toxinas. Estas toxinas se dividen en cuatro tipos: citotoxinas,

enterotoxinas, toxinas exfoliativas y toxinas del choque toxico (idem).

La resistencia a los antibiéticos esta muy extendida en S. aureus. Por ejemplo,
la resistencia a los antibidticos betalactamicos tradicionales (penicilina y derivados)
gue son sensibles a la beta-lactamasa es practicamente omnipresente en S. aureus.
Ademas, esta bacteria puede mostrar, a menudo en forma combinada, resistencia a

casi todos los antibidticos disponibles (Cheung et al., 2021).
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Figura 9. Staphylococcus aureus (Kon, 2015).

Staphylococcus epidermidis

Es una bacteria de la familia Staphylococcaceae, es anaerobia facultativa, catalasa-
positiva, coagulosa-negativa (CoNS). Las células de S. epidermidis son cocos
Grampositivos (Figura 6), inmoviles, de 0.5 a 1 ym dispuestos en racimos similares a
uvas y aparecen en agar como colonias blancas de 1 a 2 mm. Pueden crecer entre los
15y 45 °C, sin embargo, la temperatura éptima para ello es de 30 a 37 °C y un pH
optimo es de 6.8. Para su identificacion, primero se debe realizar una tincion de Gram,
si esta sugiere la presencia de estafilococos, las muestras se inoculan en medios de
cultivo con sangre. Se pueden sembrar en medios solidos, es decir, sangre, soya
tripticaseina o agar de infusion cerebro corazén. Luego, las colonias se analizan para
determinar la positividad de la catalasa (distingue los estafilococos de los
estreptococos) y la negatividad de la coagulasa (distingue de S. aureus) (Skovdal et
al., 2022).

Uno de los principales factores que permiten a este microorganismo causar
infecciones es su capacidad para formar biopeliculas en superficies abidticas, como
las que se encuentran en los dispositivos meédicos implantables. Si bien las infecciones
nosocomiales por S. epidermidis han atraido mucha atencion, este colonizador de la
piel aparentemente no ha evolucionado para causar enfermedad, sino que mantiene
la relacion comunmente benigna con su huésped. En consecuencia, S. epidermidis no

produce determinantes de virulencia agresivos. Mas bien, los factores que
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normalmente sustentan el estilo de vida comensal de esta bacteria parecen generar

beneficios adicionales durante la infeccion (Otto, 2009).

Sin embargo, ahora se reconoce esta bacteria y sus interacciones con el
huésped existen en un espectro de patogenicidad potencial derivado de su alta
heterogeneidad a nivel de cepa. La evidencia emergente adicional sugiere que algunas
cepas de S. epidermidis pueden causar infecciones asociadas a implantes,
endocarditis de valvulas protésicas e infecciones de marcapasos cardiacos. Ademas,
también es responsable del 30-40 % de las infecciones del torrente sanguineo

nosocomiales (Severn y Horswill, 2023).

Se observa con frecuencia resistencia de S. epidermidis a los aminoglucésidos
y macrolidos, y en menor medida, a la tetraciclina, el cloranfenicol y la clindamicina. La
resistencia intermedia a la vancomicina esta aumentando, sin embargo, no se ha
informado de la propagacion de cepas resistentes a la vancomicina de alto nivel. S.
epidermidis produce una cantidad muy limitada de exoenzimas y toxinas que dafian
los tejidos (Otto, 2012).

La unica toxina producida por esta bacteria es la d-toxina del péptido alfa
helicoidal, mayoritariamente N-formilada. Esta codificado por el gen hld ubicado en el
locus regulador agr. La &-toxina provoca la lisis de los eritrocitos mediante la formacion

de poros en la membrana citoplasmatica (/dem).

Figura 10. Staphylococcus epidermidis (Kon, 2015).
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Bacillus subtilis

Es una bacteria de la familia Bacillaceae, es aerdbica con forma de baston (Figura 7)
y de rapido crecimiento, que miden tipicamente entre 2 y 6 um de largo y un poco
menos de 1 ym de diametro. Crece en un amplio intervalo de pH de entre 4.9 a 9.3y
su temperatura optima de crecimiento es de aproximadamente 30 a 35 °C, lo que da
un tiempo de duplicacion de tan solo 20 minutos (Errington y Aart, 2020). Forma
colonias de 2 a 4 mm de diametro, beta hemoliticas con hemdlisis completa, que
pueden ser de aspecto liso, mucoide o rugoso; los bordes pueden ser ondulados o
extendidos en el medio y ocasionalmente dan la apariencia de cultivos mixtos (Realpe
et al., 2002).

Al igual que la mayoria de sus parientes mas cercanos, B. subtilis es no
patdgeno, se puede cultivar y manipular genéticamente con relativa facilidad y es
eficaz en la secrecion de proteinas y metabolitos. Esta bacteria tiene una gran
capacidad de mutacion genética y, por ello, se utiliza en experimentos en el laboratorio.
Es muy utilizada en la produccion de numerosos antibioticos, como dificidina,
oxidificidina, subtilisina A, bacilomicina B y bacitracina, asi como bacilisocina, auxiliar
en el tratamiento de infecciones cutaneas causadas por bacterias, y evita infecciones

en cortaduras y quemaduras leves (Jiménez et al., 2018).

Sin embargo, la capacidad de B. subtilis para formar esporas resistentes le
permite soportar condiciones extremas de calor y desecacion en el ambiente, lo que
promueve su supervivencia en muchos casos, como en los hospitales, 1o que genera
problemas de limpieza y desinfeccion. La propagacion aérea se ha relacionado con el
desarrollo de wun conjunto de sintomas, particularmente en pacientes
inmunodeprimidos, que incluyen irritacion de ojos y senos nasales, dolor de garganta,
dolor de cabeza, fatiga y mareos (Yassin y Ahmad, 2012).

Se han notificado casos de bacteriemia nosocomial en pacientes con
enfermedades subyacentes, como cancer y trastornos hematolégicos. Ademas, B.

subtilis produce una toxina extracelular conocida como subtilisina, un compuesto
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proteinico, capaz de causar reacciones alérgicas y de hipersensibilidad en personas

que se exponen repetidamente a ella (/dem).

Figura 11. Bacillus subtilis (Kaulitzki, 2006).

2.4.3. Bacterias Gramnegativas

Este tipo de bacterias son los principales agentes causales de infecciones asociadas
a la atencion de la salud, que comprenden una afeccion cada vez mas comun,
particularmente en el entorno de salas con pacientes en estado critico. Estos
patdgenos causan principalmente infecciones del torrente sanguineo, tracto pulmonar,
tracto urinario, sitios quirurgicos, piel y tejidos blandos. En la actualidad se reporta en
las unidades de cuidados intensivos un numero elevado de infecciones ocasionadas
por las bacterias Gramnegativas con elevadas tasas de resistencia a los
antimicrobianos, lo que representa un problema de gran magnitud en estas areas,
debido a que atienden a pacientes gravemente enfermos que son altamente
vulnerables a infecciones y comunmente requieren de antibidticos para mejorar su
posibilidad de supervivencia (Uc-Cachoén et al., 2023). Las bacterias Gramnegativas
son sensibles a la deshidratacion. Por lo tanto, normalmente se encuentran en
ambientes humedos, por ejemplo, fregaderos y sus sistemas de drenaje. Las trampas
de agua de los sumideros constituyen un entorno relativamente protegido, que
favorece el crecimiento de bacterias y la produccion de biopeliculas (Gideskog et al.,
2023).
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Las bacterias Gramnegativas empleadas en esta investigacion son Escherichia

coli, Salmonella Typhi, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae.
Escherichia coli

Es una bacteria miembro de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gramnegativo
(Figura 8), no exigente, oxidasa negativa, catalasa positiva y anaerobio facultativo.
Mide solo 1 um de longitud por 0.35 ym de ancho. Forma colonias que tienen de 2 a 4
mm de diametro, un centro grande de color oscuro e incluso negro, y tienen brillo verde

metalico cuando se observan con luz refleja (Kaper et al., 2004).

Puede crecer a temperaturas que oscilan entre 7 °C y 50 °C, con una
temperatura optima de 37 °C y un amplio rango de pH, de 4.4-10, con un éptimo de 6-
7. Se cultivan clasicamente en agar MacConkey, un medio de cultivo que contiene
lactosa. Esta bacteria produce indol durante el metabolismo y el crecimiento bacteriano
en el medio antes sefalado es diagndstico de E. coli (Idem).

E. coli causa muchas enfermedades diarreicas, como la diarrea del viajero y la
disenteria. Este es el patdgeno mas comun que causa cistitis sin complicaciones y
también provoca otras enfermedades extraintestinales, como neumonia, bacteriemia
e infecciones abdominales como la peritonitis bacteriana espontanea. Esta bacteria es
facil de encontrar y es susceptible de alteracion genética natural y aleatoria. Existe una
vasta coleccion de genomas secuenciados de E. coli que exhiben diferentes tamafios
y diversidad genomica entre comensales y patégenos, lo que indica una gran variedad
dentro de la misma especie bacteriana. Forman parte de bacterias no patdégenas que
pueden actuar como comensales y pertenecen a la microbiota intestinal normal de los

seres humanos y de muchos animales (Sosa y Chapofian, 2022).

También existen variantes patogénicas, divididas en patdégenos diarredgenos y
extraintestinales, con diferentes patotipos y diversas cepas hibridas naturales. Estas
variantes pueden ser patogenos facultativos u obligados. Las bacterias facultativas
forman parte del tracto intestinal y pueden actuar como patégenos oportunistas fuera

de su habitat natural, provocando diversos tipos de infecciones extraintestinales (Braz
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et al., 2020). E. coli es clinicamente relevante ya que posee resistencia a cefotaxima,
cefuroxime, ampicilina, cefazolina, levofloxacino, sulfametoxazol, aztreonam vy

ciprofloxacino (Sosa y Chapoian, 2022).

Figura 12. Escherichia coli (Kon, 2015).

Salmonella Typhi

Es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae, posee forma de bacilo y es flagelada
(Figura 9). Toda la bacteria esta cubierta por una capsula que se atribuye a su
virulencia y evasion de la fagocitosis en el huésped, lo que ayuda a causar la infeccion.
Posee un tamano de 2 ym de longitud por 0.4 a 0.6 ym de ancho. Puede crecer en un
rango de un minimo de 7 °C y un maximo de 45 °C, con una temperatura 6ptima entre
35 a 37 °C y un pH 6ptimo entre 7 y 7.5. Produce colonias con un centro negro grande

brillante o colonias casi completamente negras (Kaur y Jain, 2012).

S. Typhi tiene la capacidad de producir la toxina tifoidea, la cual procede de dos
toxinas, CDT y la toxina pertussis, con una estructura novedosa que la hace
caracteristica de esta bacteria. La fiebre tifoidea es una enfermedad infecciosa
potencialmente mortal causada por esta bacteria, que suele transmitirse a través del
agua y los alimentos contaminados. Las personas con fiebre tifoidea llevan la bacteria
en la sangre y los intestinos. Los sintomas de la enfermedad son: fiebre alta
prolongada, cansancio, cefaleas, nauseas, dolor abdominal y estrefimiento o diarrea,

y algunos pacientes presentan erupciones cutaneas (Galan, 2016).
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Aunque muchas cepas de Salmonella spp. son capaces de causar
enfermedades tanto en humanos como en animales, S. Typhi es comun sélo en
huéspedes humanos. El patégeno es capaz de causar enfermedades en los
huéspedes evadiendo los sistemas de defensa, adhiriéndose a las células epiteliales
y sobreviviendo en las células huésped en presencia de varios factores de virulencia,
mediados por plasmidos de virulencia y genes agrupados en distintas regiones
conocidas como islas de patogenicidad de Salmonella. Estos factores, junto con genes
de resistencia a los antimicrobianos mediados por plasmidos, permiten que la bacteria
se vuelva resistente a diversos antibidticos de amplio espectro utilizados en el
tratamiento de la fiebre tifoidea y otras infecciones. Se observa con frecuencia
resistencia de S. Typhi ante la gentamicina, estreptomicina, estreptomicina,
amoxicilina, trimetropim/sulfametoxasol y tetraciclina (Khan y Shamim, 2022).

Figura 13. Salmonella Typhi (Adao, 2012).

Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria de la familia Pseudomonadaceae, tiene forma de bacilo
aproximadamente de 0.5-1 ym de didmetro y de 1.5-5 ym de largo (Figura 10).
Cuentan con un flagelo polar que le confiere la motilidad necesaria. Se considera a
esta especie como bacteria aerobia facultativa. Puede crecer entre 20 y 43 °C, sin
embargo su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 °C, y al crecer en altas
temperaturas se diferencia del resto de las otras especies de Pseudomona. Puede
crecer en un pH de 4-6, siendo 5 un pH éptimo. P. aeruginosa forma colonias redondas
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y lisas con un color verdoso fluorescente; suele producir el pigmento azulado no

fluorescente piocianina, que se difunde en el agar (Paz et al., 2019).

P. aeruginosa es un patégeno oportunista multirresistente que causa infeccion
aguda o cronica en personas inmunocomprometidas con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, fibrosis quistica, cancer, traumatismos, quemaduras, sepsis y
neumonia asociada a la ventilacion. Esta bacteria, en estados de biopelicula puede
sobrevivir en una atmoésfera hipdxica u otros ambientes extremadamente hostiles.
Ademas, los tratamientos para la infeccion causada por esta bacteria son
extremadamente dificiles debido a sus rapidas mutaciones y adaptacién para ganar
resistencia a los antibidticos (Qin et al., 2022).

Este microorganismo muestra resistencia a una variedad de antibidticos,
incluidos aminoglucosidos, quinolonas y B-lactamicos. En general, los principales
mecanismos de P. aeruginosa utilizados para contrarrestar el ataque de antibidticos
se pueden clasificar en resistencia intrinseca, adquirida y adaptativa. La resistencia
intrinseca de esta bacteria incluye baja permeabilidad de la membrana externa,
expresion de bombas de eflujo que expulsan antibidticos fuera de la célula y la
produccion de enzimas inactivadoras de antibidticos. La resistencia adquirida se puede
lograr mediante transferencia horizontal de genes de resistencia o cambios

mutacionales (Pang et al., 2019).

La resistencia adaptativa de P. aeruginosa implica la formacién de una
biopelicula en los pulmones de los pacientes infectados, donde la biopelicula actua
como barrera de difusion para limitar el acceso de los antibidéticos a las células

bacterianas (/dem).

Como parte de los factores de virulencia secretados, la bacteria posee el
sistema de secrecion de toxinas. P. aeruginosa tiene cinco sistemas de secrecion (|,
Il, I, V' y VI) de los siete tipos existentes en las bacterias. El tipo Ill (SST3) es el
principal mecanismo de patogenicidad asociado a la secrecion de toxinas que posee
la bacteria; por medio de éste secreta toxinas importantes como: Exo A, Exo T, Exo S,

Exo U, y Exo Y las que pueden llegar a inducir apoptosis (Foulkes et al., 2019).
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Figura 14. Pseudomonas aeruginosa (Burgstedt, 2015).

Klebsiella pneumoniae

Es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae, tiene forma de baston, inmovil y no
formadora de esporas, que varia de 0.3 a 2.0 ym de ancho y de 0.6 a 6.0 um de largo
(Figura 11), con una apariencia mucoide distintiva en placas de agar. Como anaerobio
facultativo, K. pneumoniae esta adaptado para prosperar en entornos tanto aerdbicos
como anaerobicos. Sus condiciones 6ptimas de cultivo son en agar nutritivo, con una
temperatura oOptima de crecimiento de entre 37 y 40 °C y un pH de 7.0.
Bioquimicamente, fermenta lactosa, es catalasa positiva y citocromo oxidasa negativa
(Abbas et al., 2024).

K. pneumoniae afecta en gran medida a las personas con inmunidad
comprometida o cuya inmunidad esta debilitada por otras infecciones. Sin embargo,
esta bacteria es capaz de infectar a personas sanas, lo que lleva a infecciones
adquiridas en la comunidad, incluyendo absceso hepatico piogeno, meningitis, fascitis
necrosante, endoftalmitis y neumonia grave. El desarrollo de la infeccion adquirida en
el hospital suele estar precedido por la colonizacidn del tracto gastrointestinal por esta
bacteria. Ademas, esta colonizacion puede extenderse al tracto urinario, tracto
respiratorio y torrente sanguineo. Otro aspecto infeccioso de K. pneumoniae es su
biopelicula, que puede desarrollarse en equipos meédicos (catéteres y tubos
endotraqueales), causando una fuente de infeccion sustancial en pacientes

cateterizados (Kaspersen et al., 2023).
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El mecanismo de resistencia mas notable de K. pneumoniae es la produccion
betalactamasas, enzimas capaces de hidrolizar los antibidticos betalactamicos.
Estudios han demostrado su resistencia a penicilinas combinadas con inhibidores de
B-lactamasa (amoxicilina mas acido clavulanico y piperacilina mas tazobactam),
también es resistente a las cefalosporinas de segunda (cefuroxima) y tercera

generacion (cefotaxima), imipenem, tobramicina y amikacina (Kot et al., 2023).

'

Figura 15. Klebsiella pneumoniae (Kon, 2015).

2.5. Artemia salina

Es un artrépodo acuatico primitivo (Figura 12) que vive en lagos salados, de la familia
Artemiidae con una antiguedad de unos 100 millones de afios. El cuerpo consta de
tres segmentos: cabeza, térax y abdomen. La especie presenta dimorfismo sexual, las
principales diferencias morfolégicas entre machos y hembras observadas en la
distancia maxima entre ojos compuestos, la longitud de la primera antena, la anchura
del tercer segmento abdominal, la longitud total, el diametro del ojo compuesto y la
longitud abdomen. El macho adulto alcanza los 8-10 mm de longitud, y la hembra 10-
12 mm. Los adultos tienen tres ojos y 11 pares de patas. Producen huevos que flotan
en el agua, las larvas recién eclosionadas, se denominan nauplios. Si las condiciones
ambientales son desfavorables se transforma en quistes (formas de vida latentes) que
pueden sobrevivir largos periodos de sequia. Si las condiciones ambientales mejoran,
los quistes se "revitalizan" y pueden eclosionar en nauplios (Dumitrascu, 2011).
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Figura 16. Individuo juvenil de Artemia salina (Dumitrascu, 2011).

Las larvas de Artemia salina se han utilizado por mas de 40 afios en estudios
toxicologicos y ecotoxicoldgicos, y se ha estudiado su biologia y usos potenciales en
diversos campos como un método practico y economico para la determinacién de
bioactividad de compuestos sintéticos y productos naturales. También es util para
predecir actividades plaguicidas y farmacoldgicas, responde a un amplio rango de
compuestos quimicos y farmacolégicamente diversos; es por ello que resulta tan
importante su aplicaciéon en programas de descubrimiento y desarrollo de nuevos
plaguicidas y medicamentos de origen natural. Ademas, permite la evaluacion rapida
de las relaciones estructura-actividad y son facilmente observables las interacciones

entre compuestos (Pino y Lazo, 2010).
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lll. ANTECEDENTES

En la revisidn documental, solo se encontré ningun reporte de actividad antibacteriana

de Diospyros digyna sobre las bacterias ensayadas, la que se describe a continuacion.

Dinda et al. (2006) aislaron diospirodina y nonaacetato de los extractos de
acetato de etilo y metandlicos de hojas y tallos de Diospyros digyna, y reportaron que
estos compuestos son activos frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa. Para el ensayo se utilizaron los métodos
de difusién y dilucidn en agar. Todas las bacterias se inocularon en caldo nutritivo y se
incubaron a 37 °C durante 24 h. La solucion de diospirodina se realizé en etanol-agua
al 50 % y del nonaacetato en dimetilsulfoxido (DMSQO) a una concentracion de 10 mg.
mL"'. Una parte de las soluciones madre de los compuestos se diluyeron a
concentraciones mas bajas para realizar las pruebas. Después de 24 horas en
incubaciéon, se determind la actividad antibacteriana positiva midiendo la zona de

inhibicién del crecimiento (mm).

La concentracion de ambos compuestos empleada en los discos fue de 250,
125 y 70 pg/disco. La zona de inhibicidn en B. subtilis para el compuesto 1 fue de 12,
6 y4 mm, para S. aureus fue de 9, 5y 2 mm, para E. coli fue de 8, 3 mm y negativo,
para P. aeruginosa fue de 5, 2 y negativo, respectivamente. Los resultados del
compuesto 2 en las concentraciones ya indicadas fueron: para B. subtilis fue de 6, 3 y
negativo, para S. aureus 4, 2 mm y negativo, para E. coli fue de 4, 1 mm y negativo,
para P. aeruginosa fue de 3 mm, y dos negativos, respectivamente. Se emplearon
como control positivo discos de los antibidticos amikacina a 70 pg/disco para B. subitilis,

E. coliy P. aeruginosa y penicilina a 10 pyg/disco para S. aureus.

Como ya se indico, hasta el momento, son escasos los estudios realizados para
D. digyna, sin embargo, existen investigaciones en otras especies del género, como la
de Oluwatosin et al. (2022), quienes reportaron las actividades antimicrobianas de los
extractos metandlicos, cloroformicos y hexanicos de hojas y corteza de tallo de

Diospyros villosa utilizando el método de difusidon en pozos de agar. Los resultados de
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los extractos metandlicos de hojas mostraron actividad antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus. La zona
de inhibicion de los extractos de hoja y corteza de tallo de D. villosa a 10 mg. mL™" fue
significativamente mayor en comparacion con el control (p< 0.05), excepto por la
actividad del extracto de corteza de tallo en metanol contra E. coli. donde la zona de
inhibicion a 10 mg- mL~" fue menor en comparacion con el control. A una concentracién
de 5 mg. mL™", se encontré que las zonas de inhibicién del extracto de metanol de hoja
contra S. aureus y K. pneumoniae eran mayores con los controles positivos
(estreptomicina y gentamicina). La zona de inhibicion del extracto metandlico de
corteza de tallo a 5 mg. mL™" observada contra S. aureus fue mayor en comparacion
con el control (p< 0.05). Se observo el efecto del extracto cloroférmico de hojas sobre
S. aureus. Se observé que la zona de inhibicion del extracto contra K. pneumoniae era
mayor en comparacion con el control (gentamicina) a una concentracion de 10 mg.
mL~'. En todas las concentraciones, la zona de inhibicion del extracto de hoja en
hexanico contra K. pneumoniae fue menor en comparacion con el control
(gentamicina). Mientras tanto, la zona de inhibicidn contra K. pneumoniae a una

concentracion de 10 mg. mL-" fue mayor en comparacion con el control.

Galo et al. (2018) reportaron la presencia de alcaloides, antraquinonas,
carbohidratos, flavonoides, saponinas, esteroides, taninos y terpenoides en el extracto
acuoso de hoja y de corteza de tallo de Diospyros mespiliformis. La actividad
antimicrobiana revela que tanto el extracto acuoso de hoja y corteza de tallo de la
planta mostraron efecto sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes y
Salmonella Typhi. El resultado se obtuvo considerando la zona de crecimiento e
inhibicion de los organismos por las fracciones de prueba. Las dosis empleadas de
extractos acuosos de hoja y corteza de tallo para los discos fueron de 50 mg. mL™".
La zona de inhibicion (mm) para E. coli fue de 12y 17, para P. aeruginosa de 12 y 20,
para Shigella spp de 15y 19, para S. aureus de 14 y 18, para S. pneumoniae de 5y
8, para S. pyogenes de 28 y 29 y para S. Typhi de 24 y 26, respectivamente. Se utilizé
Ampiclox (10 mg. mL™~") como control positivo.
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IV. OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de los extractos con grupos de metabolitos secundarios de hojas y
cortezas de Diospyros digyna sobre bacterias Gramnegativas, Grampositivas y

Artemia salina.

Especificos

e Identificar los grupos de metabolitos secundarios de los extractos de hexano,
acetato de etilo, metanol y acuoso de hojas y cortezas de D. digyna.

e Determinar la actividad inhibitoria de los extractos de hexano, acetato de etilo,
metanol y acuoso de hojas y cortezas sobre las bacterias Escherichia coli
(ATCC 25922 y AC), Salmonella Typhi (ATCC 6539), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853 y AC), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923 y AC), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) y
Bacillus subtilis (ATCC 6633).

e Conocer el efecto toxico de los extractos organicos y acuosos de zapote negro

sobre Artemia salina.

37



V. ZONA DE RECOLECTA

5.1. Generalidades

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México, se encuentra entre los paralelos 16°38’ y 16°51’ de
latitud norte; los meridianos 93°02’ y 93°15’ de longitud oeste; altitud entre 200 y 1400
m (Figura 13). Colinda al norte con los municipios de San Fernando, Osumacinta y

Chiapa de Corzo; al este con Chiapa de Corzo y Suchiapa; al sur con Suchiapa; al

oeste con Suchiapa, Ocozocoautla de Espinosa, Berriozabal y San Fernando. Ocupa
*

el 0.46 % de la superficie del estado. Cuenta con 106 localidades y una poblacion total

de 553 374 habitantes (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2010)
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Figura 17. Zona de recolecta en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas (Paz et al., 2017).
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5.2. Hidrologia

Las principales corrientes del municipio son: los rios perennes El Sabinal y Grijalva; y
los rios intermitentes Sabino, San Francisco y Poti, entre otros. El territorio municipal
se encuentra dentro de las subcuencas Tuxtla Gutiérrez, Suchiapa, Presa Chicoasén
(de la cuenca Rio Grijalva Tuxtla Gutiérrez) (Anénimo, 2011).

5.3. Fisiografia

El municipio de Tuxtla Gutiérrez se ubica en la Depresion Central de Chiapas.
Fisiograficamente esta compuesto por el Valle de Tuxtla y zonas de relieve montafioso
tanto al sur como al norte del municipio: la Mesa de Copoya (también conocida como
Meseta de Copoya) con la eminencia del cerro Mactumatza y la Mesa de las Animas
que bordea el Canon del Sumidero. El valle comienza en la frontera con el municipio
conurbado de Berriozabal y avanza hasta terminar en las riberas del Rio Grande
(Andénimo, 2011).

5.4. Suelo

Los tipos de suelos presentes en el municipio son: litosol con el 29.26 por ciento
asociado con luvisol cromico y rendzina; regosol con el 20.46; rendzina con el 24.39;
vertisol pélico con el 23.22 asociado con luvisol; y rendzina asociado con litosol y
feosem haplico y la zona urbana que ocupa el 2.66 de la superficie municipal

(Hernandez y Vasquez, 2009; Anénimo, 2011).
5.5. Clima

El clima predominante es calido subhumedo con lluvias en verano (de mayo a octubre)
con temperatura maxima antes del solsticio de verano y poca oscilacion termal a lo
largo del afno. En las partes mas altas se presentan variaciones de promedio térmicos
y de humedad (Andénimo, 2011). En el periodo de noviembre a abril, la temperatura
minima promedio va de 12 °C a 18 °C, y la maxima promedio fluctua entre 24 °C y 33
°C y una marcha de la temperatura tipo Ganges, con presencia de canicula. En los
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meses de mayo a octubre, la precipitacion media fluctua entre los 900 mm y los 1 200
mm, y en el periodo de noviembre a abril, la precipitacion media va de los 25 mm a

200 mm (Hernandez y Vasquez, 2009).
5.6. Flora

La vegetacion es de selva alta o mediana subcaducifolia y selva baja caducifolia. La
gradual expansién de la ciudad ha arrebatado mucho terreno a las Areas Naturales
Protegidas que tiene como resultado una alta tasa de deforestacién, como sucede en
el Parque Nacional Canon del Sumidero, la Reserva Estatal del Cerro Mactumatza y
el Centro Ecolégico Recreativo El Zapotal (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, 2010). Algunas especies representativas son: aguacatillo (Nectandra
globosa Aubl.), cacho de toro (Bucida macrostachya Standl.), canelo (Calycophyllum
candidissium Vanhl.), capulin (Trema micrantha Blume), guanacaste (Enterolobium
cyclocarpum Jacq.), sosp6 (Pseudobombax ellipticum Kunth), flor de mayo (Plumeria
rubra L.), jobo (Spondias mombin L.), morro (Crescentia cujete L.) y pumpushuti

(Chochlospermun vitifolium Willd).
5.7. Fauna

Debido al crecimiento demografico, se han deforestado muchas areas verdes y
muchas especies nativas del municipio han desaparecido o escasean. Algunas
especies nativas son: urraca (Calocitta formosa Skutch), zanate (Quiscalus mexicanus
J. F. Gmenlin), tortolita (Columbina inca Lesson), paloma bravia (Columba livia J. F.
Gmenlin), buitre negro americano (Coragyps atratus Jefferson), tlacuache (Didelphis
marsupialis Linnaeus), zorro gris (Urocyon cinereoargenteus Schreber), ardilla
(Sciurus aureogaster Cuvier), murciélago trompudo (Choeronycteris mexicana Jakob)
e iguana negra (Ctenosaura pectinata F. Wilhem) (Hernandez y Vasquez, 2009).
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VI. METODOS

6.1. Recolecta del material vegetal

Se recolectaron hojas y cortezas de tallo del arbol Diospyros digyna el 16 de agosto
del 2021 en el parque Joyyo Mayu ubicado en Prolongacién 5a. avenida Norte y
Periférico Norte-Poniente en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, en las coordenadas 16°45'40"
Ny 93°8'38" W. El material fresco se corté en fragmentos, pero antes se desecharon
las partes maltratadas o enfermas de la planta y el polvo. El material se deshidrat6 a
temperatura ambiente y a la sombra, y se moli6 hasta un tamafio de particula de 1

mm.

6.2. Obtencion de extractos

Extractos organicos

Se realizé una extraccidon selectiva utilizando el equipo de Soxhlet (Redfern et al.,
2014) con disolventes de polaridad creciente como hexano, acetato de etilo y metanol.
Se peso el material vegetal que se coloco en la camara de extraccion, envuelto en
papel filtro, la muestra estuvo en contacto con cada disolvente por tres periodos de 8
horas.

Cada extracto proveniente del Soxhlet se concentrd a presion reducida en un
evaporador rotatorio a 120 rpm, se utilizaron temperaturas de acuerdo al solvente
utilizado. Los extractos concentrados se depositaron en frascos limpios previamente
pesados, el disolvente se termind de eliminar a temperatura ambiente. Finalmente, se

determind el rendimiento (%) de cada extracto por gramo de material seco.
Extracto acuoso

Se obtuvo por decoccidn de 50 g de la muestra vegetal al que se le agregaron 200 mL
de agua destilada y se llevd a ebullicion por cerca de 15 minutos, el extracto se filtro y
el sobrenadante se dejo evaporar a sequedad en condiciones de luz y temperatura

ambiente. Los extractos se depositaron en frascos previamente pesados.
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Finalmente se determin6 el rendimiento (%) de cada extracto por gramo de

material vegetal seco empleado y se almaceno a 5°C al abrigo de la luz (Figura 14).

Recolecta del material vegetal (MV) de D. digyna (hojas y tallos)

|

Secar a la sombra y temperatura ambiente

v

Fragmentar, moler y tamizar (1 mm)

|

Obtencion de extractos
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Organicos

’

Pesar y colocar 40 g del MV en
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Figura 18. Obtencion de los extractos organicos y acuosos de Diospyros digyna.
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6.3. Identificacion de metabolitos secundarios

Preparacién de solucién madre de los extractos

Se prepar6 una disolucion madre con 100 mg de cada extracto diluido en el disolvente
con el que se obtuvo cada extracto. Se transfirieron 125 uL de la solucién madre de
los extractos organicos y 75 L de los extractos acuosos a tubos de ensayo para cada
una de las pruebas y se dejo evaporar el disolvente a temperatura ambiente.

Una vez seco el extracto, se realizaron las pruebas cualitativas para identificar
los grupos de metabolitos secundarios presentes. Las pruebas se realizaron por
duplicado y los resultados se anotaron mediante una escala de intensidad de reaccién
representada por “cruces” para especificar la presencia o ausencia y en su caso la
intensidad de los grupos de metabolitos, siguiendo los criterios de presencia: alta
(+++=3), media (++=2), ligera (+=1) y ausencia (-=0). A continuacion, se describe cada
una de las pruebas (Figura 15).

Alcaloides: prueba de Dragendorff (Espinoza, 2014)

En un tubo de ensayo con 125 pL de la solucion madre los de extractos organicos y a
75 pL de extractos acuosos secos se afadio 1 mL de HCI al 10 %, y dos gotas del
reactivo de Draggendorff. Un precipitado marron indico la presencia de este tipo de
metabolito. Si hubo opalescencia se considero (+), turbidez definida (++), precipitado

(+++).

Fenoles: prueba del cloruro férrico (Miranda y Cuéllar, 2001)

A 125 pL de la solucion madre de cada extracto organico y a 75 yL de extractos
acuosos secos se le afadid 5 mL de cloruro férrico al 5 % en disolucion salina. Un
ensayo positivo desarrolla coloracion rojo-vino para compuestos fenolicos en general;
una coloracion verde intensa para fenoles condensados (taninos del tipo
pirocatecolicos) y wuna coloracion azul para taninos hidrolizables de tipo

pirogalotanicos.
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Flavonoides: prueba de Shinoda (Dominguez, 1973)

A un tubo de ensayo con 125 pL de extractos organicos y otro con 75 pL de extractos
acuosos secos, se le afnadié 1 mL de etanol mas tres trocitos de magnesio de 5 mm
cada uno y dos gotas de HCI concentrado. El desarrollo de un color naranja indicé la
presencia flavona; color rojo para flavonona; rojo azuloso para flavonol y violeta para

xantinas.

Glucésidos: prueba de Molish (Plummer, 1981)

A un tubo de ensayo 125 yL de extractos organicos y a tubos 75 pL de extractos
acuosos secos, se le afadido 1 mL de etanol, luego dos gotas de alfa-naftol al 5 % en
etanol y 1 mL de H2SO4, gota a gota dejando resbalar por las paredes del tubo. La

formacion de un anillo de color violeta indicé una reaccién positiva.

Lactonas sesquiterpénicas o Sesquiterpénlactonas: prueba de Baltej (Miranda,
2002)

A un tubo con 125 pL de extractos organicos y a otroa tubos con 75 uL de extractos
acuosos secos, se le agregaron 1 mL de etanol y se agitaron. Posteriormente se le
afadieron 1 mL del reactivo de Baljet, lo que permite reconocer en un extracto la
presencia de compuestos con agrupamiento lactonico. La presencia de una coloracion

roja (++) o precipitado de color rojo (+++) indicd si la prueba fue positiva.

Quinonas: prueba de Borntrager (Miranda, 2006)

A un tubo de ensayo con 125 pL de extractos organicos y a otros tubos con 75 pL de
extractos acuosos secos, se le afiadieron 1 mL de cloroformo y 1 mL de hidroxido de
potasio al 5 % en agua. Se agitaron los tubos para mezclar las fases y se dejo en
reposo hasta su ulterior separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colore6 de
rosado o rojo, el ensayo se considero positivo, si el color fue rosa (+++), mientras que

si el color fue rojo corresponde a dos cruces (++).
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Saponinas: prueba de espuma (Dominguez, 1973)

A un tubo de ensayo con 125 uL de extractos organicos y a otros tubos de 75 uL de
extractos acuosos secos, se les afadid 1mL de agua destilada, se cubrio y agitd
durante 30 segundos, la aparicion de espuma que permanecio durante 2 minutos

indicé la presencia de saponinas.
Taninos: hidrolizables y condensados (Salem et al., 2013)

A un tubo de ensayo con 125 uL de extractos organicos y a otros con 75 pL de
extractos acuosos secos, se le anadido 1 mL de agua y dos gotas de solucion acuosa
de FeCl3 al 2 %. La aparicion de una coloracién azul indico la presencia de taninos

hidrolizables y una coloracion verde la de taninos condensados.
Terpenos-esteroides: prueba de Liebermann-Buchard (Dominguez, 1973)

A un tubo de ensayo con 125 pL de extractos organicos y a otros tubos con 75 pL de
extractos acuosos secos, se le afiadieron 1 mL de cloroformo y 1 mL del reactivo de
Liebermann-Buchard, reactivo que permite reconocer en un extracto la presencia de
triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos de productos poseer un nucleo del
androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicién 5-6 (Miranda, 2006).
La reaccion fue positiva para esteroides si se desarrollé6 una coloracién azul o azul

verde; y si se tratd de terpenos se pudo observar una coloracion roja, rosa o violeta.
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2.5 mL de disolvente)
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Figura 19. Pruebas de identificacion de metabolitos secundarios.
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6.4. Prueba de actividad antibacteriana

6.4.1. Bacterias ensayadas

Se ensayaron cuatro extractos de hojas y cuatro de corteza de D. digyna sobre siete
cepas de coleccion: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi (ATCC 6539), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) y tres cepas de
aislamiento clinico (proporcionados por el Hospital Regional Dr. “Rafael Pascacio
Gamboa”): S. aureus, E. coli y P. aeruginosa, respetando la confidencialidad del
paciente, estas ultimas se denominaran a partir de este momento como aislamiento
clinico (AC).

6.4.2. Prueba de difusién en agar
Preparacién de soluciones madre
Con el fin de obtener las concentraciones de prueba se prepard una solucién madre

de 50 mg. mL™" de cada uno de los extractos. Las concentraciones finales fueron 2.5,
5y 10 mg/ disco (mg/d).

Preparacioén de discos

Se cortaron discos de papel filtro Whatman® No.1 de 5 mm de diametro, los que se
esterilizaron a 121°C y 15 Ib de presion durante 15 minutos. En condiciones asépticas,
en una campana de flujo laminar, se impregnaron discos con cada una de las

concentraciones antes indicadas.
Reactivacion de bacterias

Se sembraron las bacterias en caldo nutritivo y se incubaron a 36°C + 1 durante 24
horas, después se realizo la tincion a cada cepa para corroborar el tipo de Gram, se
sembraron en placa por 24 horas, se revisé la morfologia colonial y se realizaron

pruebas bioquimicas con el sistema APl 20E (Biomériux®). Una vez corroborada la
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identidad de la cepa se mantuvieron en agar soya tripticaseina inclinado (Herrera,
1999).

Preparacién del inéculo

Para preparar el inéculo de cada cepa se tomaron con un asa de 3 a 6 colonias
aisladas y se cultivaron en caldo soya-tripticaseina e incubaron a 36°C =1 por
aproximadamente 6 horas. La turbidez de la suspension se ajusto a 0.5 de la escala

de McFarland, que corresponde a cerca de 1.5 x 108 unidades formadoras de colonias

por mililitro (1.5 x 108 UFC/mL").

La inoculacion de cada cepa se realizo en la superficie de una placa de agar
Mueller-Hinton en condiciones de esterilidad, pasando un hisopo estéril sobre toda la
placa, rotandola aproximadamente 90° para asegurar su distribucion homogénea. Se
esperaron de 5 a 10 minutos y después se colocaron los discos utilizando una pinza
estéril. Los discos tuvieron una distribucion equidistante sobre la circunferencia de la
placa de agar. En otras placas de agar Mueller-Hinton se sembré el mismo inéculo y
se coloco un disco con gentamicina (2.5 mg/d), este correspondi6 al control positivo.

Después se invirtieron las placas y se incubaron a 36° C + 1 durante 18 horas.
La accion antibacteriana se determin6é midiendo el diametro del halo de inhibicidon en
mm, la medida incluye el diametro del disco. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado (Figura 16).

6.5. Porcentaje de inhibicion relativa (PIR)

Este calculo se utilizé para cuantificar el efecto de inhibicion de cada uno de los
extractos que produjeron zonas de inhibicion en las cepas evaluadas con respecto al
efecto inhibitorio de la gentamicina (Sigma-Aldrich®) como control positivo (CP)
(modificado de Ramirez y Diaz, 2007). Se asumio que el maximo efecto inhibitorio fue
producido por el CP en las mismas concentraciones que los extractos evaluados. Para

el calculo se empled la siguiente formula:
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Diametro halo de inhibicion del extracto

PIR =

x100

Didmetro halo de inhibicion del CP

Preparacién de los
extractos

!

Impregnar los discos
en concentraciones de

2.5,5y 10 mg/d

Reactivacion bacteriana

Tomar de 3 a 6 colonias aisladas

Inocular en caldo soya -tripticaseina

Incubar a 36°C +1 por cerca
de 6 horas

!

Ajustar la turbidez del in6culo a 0.5 de la
escala de McFarland

v

I

Inocular cada cepa en placas

'

Colocar los discos con extractos

v

Incubar a 36°C +1 por 18 horas

!

Observar y medir los halos de
inhibicién

Figura 20. Prueba de actividad antibacteriana.
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6.6. Prueba de concentracion inhibitoria minima (CIM)

Preparacién de la solucion madre de la CIM

Para preparar la solucion madre de cada extracto se pesaron 96 mg del extracto a

evaluar y se disolvieron en caldo Mieller-Hinton y en DMSO (Sigma-Aldrich®).
Preparacion de la resazurina y gentamicina

Se disolvio 0.00118 g de resazurina (Sigma-Aldrich®) en 1 mL de agua destilada estéril
y 0.01 g de gentamicina (Sigma-Aldrich®) en 1 mL de caldo Mueller-Hinton (Sarker et
al., 2007).

Prueba de microdiluciéon en caldo (CIM) y concentracién bactericida minima
(CBM)

Por el método de microdilucion seriada en medio liquido se determinaron los valores
de la concentracion inhibitoria minima (CIM) (Sarker et al., 2007) y la concentracion
bactericida minima (CBM) de los extractos en estudio contra las bacterias que fueron
inhibidas en la prueba de la CIM (Zampini et al., 2007) (Figura 21).

Se utilizaron placas estériles con 96 pocillos (Brandplates ®), se prepararon en
una campana de flujo laminar de la siguiente manera: en todos los pocillos se
depositaron 100 yL de caldo Mueller-Hinton y en el primer pocillo 100 puL de solucién
madre, a partir de este se realizaron transferencias para obtener diluciones seriadas
(40, 20,10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156, 0.078 y 0.039 mg. mL™"). Después se
anadieron a cada pocillo 10 pyL de la solucion de resazurina (Sigma-Aldrich®) y 10 pL
del in6culo. En la misma placa se realizaron controles de esterilidad, viabilidad
bacteriana, controles negativo y positivo con el agente antimicrobiano gentamicina

(Sigma-Aldrich®). Las placas fueron preparadas por duplicado (Sarker et al., 2007).

Las placas se incubaron aerébicamente a 36° C + 1 por 18 horas. Al finalizar se
observo la coloracion de cada pozo: color rosa indica crecimiento y azul inhibicion del

crecimiento bacteriano, determinando entonces el valor de la CIM para cada
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microorganismo, la cual es definida como la menor concentracion del agente

microbiano capaz de inhibir el crecimiento (Sarker et al., 2007).

Se determinaron tres controles, el control positivo (gentamicina + caldo +
bacteria + resazurina), control negativo (DMSO + caldo + bacteria + resazurina) y el

control estéril (extracto + caldo + resazurina).

Concentracion inhibitoria minima

(CIM)
Inocular las colonias en l
caldo Miiller-Hinton Depositar 200 uL de caldo Miller-Hinton
l en el primer pocillo

}

Ajustar la turbidez del

in6éculo a 0.5 de la escala de Preparar la solucién madre y depositar
McFarland 100 pL en la primera fila
Anadir 10 pL del inéculo y 10 Realizar dilucién en serie a partir de 40
uL de la solucién de resazurina mg. mL™’

}

Incubar por 18 horas a 36° C 1

I

Observar cambios en la coloracion

A 4 v

CIM negativa CIM positiva
Coloracién rosa: crecimiento bacteriano Sin cambio de coloracién: inhibicién
bacteriana

l

Concentracion bactericida minima
(CBM)

l

Colocar 10 pL en una placa con agar
Muiller-Hinton

l

Distribuir con un hisopo estéril e
incubar por 24 horas a 36° C + 1

|

Observar si hubo crecimiento (efecto
bacteriostatico) o inhibicién (efecto
bactericida).

Figura 21. Prueba de concentracion inhibitoria minima (CIM) y bactericida minima (CBM).
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6.7. Prueba de toxicidad sobre Artemia salina

Se expusieron nauplios de Artemia salina a los extractos de D. digyna para determinar
la concentracion letal media (CLsg), expresada en g.mL'. Los valores de CLsy no
advierten una actividad fisiologica o biolégica en particular, son indicadores de
toxicidad a nivel celular que pueden orientar investigaciones mas especificas (Sanchez
y Neira, 2005).

Se empled el método de McLaughlin et al. (1998) para determinar la toxicidad
de los extractos acuosos y organicos. Para ello se construy6 una pecera dividida en
dos secciones, una totalmente oscura y la otra descubierta, en la que se depositdé agua
salina (30 g de sal de mar en 1 L de agua destilada), con oxigenacion constante, se
iluminé con un foco. Los huevecillos se colocaron en la parte oscura y se esper6 a que

eclosionaran.

Para la preparacion de las disoluciones de extractos a evaluar se disolvieron en
etanol, posteriormente se transfirieron 100, 50 y 5 pL a tubos de ensayo dejando
evaporar el disolvente. Después se anadieron 5 mL de agua salina y se depositaron
10 larvas del crustaceo (con 24 horas de eclosién) en cada uno de los viales. Las
concentraciones finales fueron: 10, 100 y 1000 mg. mL™" que equivalen a 10, 100 y

1000 ppm en cada vial (Figura 18).

Con un microscopio estereoscopico, se realizaron conteos a las 24 horas de
nauplios sobrevivientes. Las pruebas se realizaron por quintuplicado, se evalu6 un
control positivo el cual contenia agua salina y las larvas de crustaceo, y otro negativo
en las mismas concentraciones que los extractos. En caso de muertes en el testigo,
los valores de las concentraciones se corrigieron mediante la formula de Abbot’s
(McLaughlin et al., 1998).

Donde:

T—C C: numero de muertes por testigo

0 = ST X100 T: numero de muertes en el tratamiento

52



Preparar agua salina (1L de
agua destilada mas 30 g de sal
de mar) y depositar en la pecera
con oxigenacion y luz constante

Prueba de citotoxicidad
(McLaughlin et al., 1998)

.

Disolver extracto en 1 mL

i de etanol
I
lluminar la pecera y agregar v ! v
huevecillos en la parte Transferir a viales 100, 50 y 5 Control Testigo
oscura uL y dejar evaporar positivo

,

,

,

Observar a las 24 horas los
nauplios que eclosionaron

Afadir 5 mL de agua salina, 10
nauplios y una gota de levadura

v

Contar 10 nauplios

Vial con 5 mL de agua
salina mas una gota de
levadura

.

Vial con 100, 50y 5 uL
de extracto, dicromato
de potasio y levadura

v

Mantener luz constante por 24 horas

,

Contar los nauplios sobrevivientes

Figura 22. Prueba de actividad biologica sobre Artemia salina.
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6.8. Diseino y analisis estadistico

Los resultados de la prueba de actividad antibacteriana se evaluaron estadisticamente
utilizando el programa R (version 4.5.1.). Para evaluar la normalidad de los datos se
aplicé la prueba de Shapiro-Wilk. Para los datos que no cumplieron con el supuesto
de normalidad, se empled la prueba de Kruskal-Wallis con el fin de comparar las
medianas entre los grupos. En los casos en que se detectaron diferencias
significativas, se aplico la prueba post hoc de Dunn con la correccion de Bonferroni
para identificar entre qué grupos existian diferencias estadisticamente significativas.
Los datos que presentaron distribucidon normal se analizaron estadisticamente con el
programa STATGRAPHICS Centurion (version de prueba). Para determinar si existen
diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas se realiz6 un Analisis de
Varianza Simple (ANOVA) con un 95 % de confianza. Posteriormente, en aquellos
casos donde se encontraron diferencias significativas, se utilizo la prueba de Tukey
HSD como meétodo post hoc, lo que permitid identificar entre qué grupos se
presentaban dichas diferencias.

Los datos obtenidos de las pruebas de Artemia salina, que se realizaron por

quintuplicado, se analizaron con el algoritmo logic del programa estadistico PROBIT.
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VII. RESULTADOS

7.1. Rendimiento de extractos

Empleando disolventes de polaridad creciente se obtuvieron ocho extractos, cuatro de
hojas y cuatro de corteza de tallo de Diospyros digyna (Figura 19, Anexo 1). El extracto
que presentd mayor rendimiento fue el de acetato de etilo de corteza (16.34 %),
seguido del hexanico de corteza (11.82 %) y metandlico de hojas (10.41 %).

18 16.34
16
14
) 11.82
o~
<12
P 10.41
c 10
R
E 8 6.71 7.03
2 5.26
K 6 4.28 4.52 i
4
2
0
Hexano AcOEt MeOH Agua Hexano AcOEt MeOH Agua
Hojas Cortezas
Extractos

Figura 23. Rendimiento de los extractos de hojas y corteza de Diospyros digyna.

7.2. Grupos de metabolitos secundarios

Las hojas y las cortezas tuvieron en comun siete de diez tipos de compuestos
secundarios ensayados (alcaloides, esteroides, fenoles, flavonas, glucdsidos,
saponinas y taninos condensados) con diferencias en la intensidad (Cuadro 2, Anexo

2), las cortezas adicionalmente presentaron quinonas (Cuadro 2, Anexo 3).

Los MS presentes con mayor intensidad (+++) en los extractos de hojas fueron
los alcaloides en el extracto acuoso y los esteroides en el extracto hexanico (Figura
20). Los extractos con mayor numero de MS fueron el de acetato de etilo (seis), el

metandlico (cinco) y el acuoso (cinco), el de menor numero fue el hexanico (dos)
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Grupos de metabolitos secundarios identificados en extractos de Diospyros
digyna.

Estructura
Hojas Corteza

Metabolitos secundarios
x W | T | o x | I | T o
T QI8 F | 2/9 % =

< = < =

Alcaloides - + + +++ - - ++ +
Esteroides +++ ++ - - + - - -
Fenoles - + + + - + - -
Flavona - - + + - ++ + -
Flavonoides Flavonona - - - - - - - -
Flavonol - - - - - - - -
Glucésidos ++ ++ ++ ++ - ++ ++ -
Lactonas sesquiterpénicas - - - - - - - -
Saponinas - + ++ + - - + -
Taninos Condensados - + - - - + + +
Hidrolizados - - - - - - - -
Terpenos - - - - - - - -
Quinonas - - - - ++ - - .

Extractos: Hex: hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; H20: acuoso. Intensidad: ausencia
(-); baja (+); media (++); alta (+++).

En los extractos de corteza, ninguno de los MS present6 una alta intensidad
(+++), sin embargo, los que presentaron una intensidad media (++) fueron los
alcaloides y glucosidos en el extracto metandlico, las flavonas y glucosidos en el
extracto de acetato de etilo y las quinonas en el extracto hexanico (Figura 21). Los
extractos con mayor numero de MS fueron el metandlico (cinco) y el de acetato de etilo
(cuatro), los de menor numero el hexanico (dos) y el acuoso (dos) (Cuadro 2).
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W Hex AcOEt mMeOH mAcuoso

2
0

Alcaloides Fenoles Flavonas Glucésidos  Saponinas Taninos Esteroides
condensados

Intesidad de reaccién

Metabolitos secundarios

Figura 24. Intensidad de reaccion de los grupos de metabolitos secundarios en extractos de
hojas de Diospyros digyna. Intensidad: ausente 0= (-); baja 1= (+); media 2= (++); alta 3 =
(+++).

W Hex AcOEt mMeOH mAcuoso

Intensidad de reaccion

2
0

Alcaloides Fenoles Flavonas  Glucésidos Saponinas Taninos Esteroides Quinonas
condensados

Metabolitos secundarios

Figura 25. Intensidad de reaccion de los grupos de metabolitos secundarios en extractos de

corteza de Diospyros digyna. Intensidad: ausente 0= (-); baja 1= (+); media 2= (++); alta 3 =
(+++).

7.3. Pruebas de inhibicion bacteriana

De los extractos, el de acetato de etilo de hojas inhibié a B. subtfilis, mientras que el
extracto de acetato de etilo de corteza fue el que presenté mayor actividad, inhibiendo
a S. aureus AC, S. epidermidis y B. subtilis, por otra parte, el extracto hexanico de
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corteza no permitio el crecimiento de S. aureus AC y B. subtilis, mientras que el

extracto metandlico de B. subtilis y S. Typhi (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto inhibitorio de los extractos de hojas y corteza de Diospyros digyna sobre

bacterias Grampositivas y Gramnegativas.

Estructura

Hojas Corteza
Bacterias Hex | AcOEt | MeOH | H20 | Hex | AcOEt | MeOH | H:0

S. aureus AC - - - - + + - N

S. aureus - - - - - - - -

S. epidermidis - - - - - + - -

B. subtilis - + - - + + + N

S. Typhi - - - - - - + -
E. coli AC - - - - - - - -

E. coli - - - - - - - -

P. aeruginosa AC - - - - - - - -

P. aeruginosa - - - - - - - -

K. pneumoniae - - - - - - - -

Inhibicién bacteriana: positiva (+); negativa (-).
7.3.1. Efecto de los extractos de hojas

Los extractos de hojas de D. digyna fueron los de menor actividad inhibitoria, el de
acetato de etilo fue el unico activo en la concentracion mas alta (10 mg/d) inhibi6 a B.
subtilis con halos de inhibicion de 6.33 mm en promedio (Figura 22, Anexo 4). La
prueba de Kruskal-Wallis mostré que el efecto del extracto sobre esta bacteria fue
significativo (P= 0.034; Anexo 6), sin embargo, la prueba de Dunn indicé que las
diferencias entre las tres concentraciones no fueron lo suficientemente grandes para

ser consideradas estadisticamente significativas (P > 0.05; Anexo 6).
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25 5 10
Concentraciones del extracto en el disco (mg)

Figura 26. Halos de inhibicion producidos por el extracto de acetato de etilo de hojas de
Diospyros digyna. La linea vertical en la gréafica corresponde a la desviacion estandar.

7.3.2. Efecto de los extractos de corteza

El extracto de hexano presento actividad inhibitoria con las tres concentraciones sobre
S. aureus AC, la concentracion mas alta provoco los mayores diametros de inhibicion
con un promedio de 8.33 mm (Figura 24, Anexo 5). El extracto también fue activo sobre
B. subtilis con la concentracion mas alta con un promedio de 7.66 mm (Figura 24,
Anexo 5).
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Figura 27. Halos de inhibicién producidos por el extracto de hexano de corteza de Diospyros
digyna. La linea vertical en la grafica corresponde a la desviacion estandar.
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El efecto de las concentraciones del extracto sobre S. aureus AC y B. subtilis
fue significativo (P= 0.021 y 0.034, respectivamente) (prueba de Kruskal-Wallis, Anexo
7). Para S. aureus AC, la prueba de Dunn mostré6 que las comparaciones de las
concentraciones 10 vs 2.5 mg/d y 10 vs 5§ mg/d fueron estadisticamente significativas
(P.adj= 0.048), mientras que la comparacion entre 2.5 y 5 mg/d no mostro diferencia
significativa (P.adj= 1.000), sin embargo, para B. subtilis las tres concentraciones no

presentaron significancia estadistica (P > 0.05; Anexo 7).

El extracto de acetato de etilo fue el de mayor actividad inhibitoria, inhibié con
las tres concentraciones a S. aureus AC y B. subtilis, la concentracion mas alta (10
mg/d) presentd los mayores diametros de inhibicion, sobre la primera bacteria, los
halos de inhibicion fueron en promedio de 14.33 mm y para B. subtilis fue de 12.33
mm (Figura 23, Anexo 5). Este extracto también inhibié a S. epidermidis, solo en la
concentracion mas alta y con potencia baja (halos de inhibicion de 6.33 mm), (Figura
23, Anexo 5).
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Figura 28. Halos de inhibicion producidos por el extracto de acetato de etilo de corteza de
Diospyros digyna. La linea vertical en la gréafica corresponde a la desviacion estandar.

El efecto de las concentraciones sobre S. epidermidis y S. aureus AC fue
significativo (P= 0.021 y 0.0001, respectivamente), pero no para B. subtilis (P= 0.581)
(prueba de Kruskal-Wallis y Tukey HSD, Anexo 7 y 8). Para S. epidermidis, la prueba
de Dunn (Anexo 7) indico que las comparaciones de las concentraciones 10 vs 2.5
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mg/d y 10 vs 5 mg/d fueron estadisticamente significativas (P.adj= 0.048), mientras
que la comparacion entre 2.5 y 5 mg/d no mostro diferencia significativa (P.adj= 1.000).
Para S. aureus AC, la prueba de Tukey HSD (Anexo 8) mostré que las concentraciones
de 10 y 5 mg/d presentan un efecto significativamente mayor (P < 0.05) que la
concentracion de 2.5 mg/d (P > 0.05)

El extracto metandlico presentd actividad inhibitoria con la concentracion mas
alta sobre B. subtilis y S. Typhi con un promedio de 6.33 y 6.66 mm en los halos de

inhibicién, respectivamente (Figura 25, Anexo 5).
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Figura 29. Halos de inhibicién producidos por el extracto de metanol de corteza de Diospyros
digyna. La linea vertical en la grafica corresponde a la desviacion estandar.

El efecto de las concentraciones sobre B. subtilis y S. Typhi fue significativo (P= 0.021
y 0.034, respectivamente) (prueba de Kruskal-Wallis, Anexo 7). La prueba de Dunn
(Anexo 7) arrojo que, para B. subtilis, las tres concentraciones no presentaron
significancia estadistica (P > 0.05), mientras que para S. Typhi, las concentraciones
de 10 y 5 mg/d presentan un efecto significativamente mayor (P < 0.05) que la
concentracion de 2.5 mg/d (P > 0.05).
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7.4. Porcentaje inhibicion relativa (PIR)

Paralelo a la evaluacion de la actividad antibacteriana, se determind el efecto de la

gentamicina (Sigma®) con las tres concentraciones con las que se evaluaron los

extractos sobre las bacterias (Anexo 8).

Cuadro 4. Porcentajes de inhibicion relativa (PIR) producidos por los extractos activos de

hoja y corteza de Diospyros digyna.

Estructura Extracto Bacteria Concentraciones mg/d
vegetal 25 5 10
Hoja Acetato de etilo B. subtilis - - 171
S. aureus AC 20 20 26.87
Hexano
B. subtilis - - 20.7
S. aureus 33.33 4443 46.22
Corteza Acetato de etilo S. epidermidis - - 20.2
B. subtilis 18 23.13 33.32
B. subtilis - - 17.1
Metanol
S. Typhi - - 15.82

El PIR del extracto de acetato de etilo de hojas sobre B. subtilis a 10 mg/d fue

de 17.1 % (Cuadro 4), demostrando asi una baja efectividad para inhibir el crecimiento

de dicha bacteria. El PIR mas alto fue el del extracto de acetato de etilo de corteza

sobre S. aureus a 10 mg/d (46.22 %) (Cuadro 4), esto indica que la concentracion mas

alta presenta mayor actividad.

Del extracto de hexano de corteza, el PIR mas alto fue sobre S. aureus al (26.87

%) a 10 mg/d (Cuadro 4), y para el extracto de metanol de corteza el PIR mas alto fue

de 17.1 % sobre B. subtilis a 10 mg/d (Cuadro 4), indicando que estos extractos, aun

en las concentraciones mas altas evaluadas, presentan poca actividad antibacteriana.

62



7.5. Prueba de concentraciéon inhibitoria minima (CIM) vy

concentracién bactericida minima (CBM)

El extracto de acetato de etilo de hojas como el de hexano y metanol de corteza
produjeron una CIM de 20 mg. mL-! sobre B. subtilis (Figura 26, Cuadro 5 y 6); para el
extracto de acetato de etilo de corteza la CIM fue de 10 mg. mL™" (Figura 27, Cuadro
6).

40 Concentraciones (mg.mL?) 0.0195
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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o
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Figura 30. CIM del extracto de acetato de etilo (AcOEt) de hoja y metanol (MeOH) de corteza
de Diospyros digyna sobre B. subtilis.

40 Concentraciones (mg.mL?) 0.0195
4 s 6 7 8 9 10 11 12

Figura 31. CIM del extracto de hexano (Hex) de corteza y acetato de etilo (AcOEt) de corteza
de Diospyros digyna sobre B. subtilis.
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G: gentamicina; C: caldo, bacteria y resazurina; A: prueba de esterilidad del extracto; B: extracto sobre
bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); D: prueba de esterilidad del extracto; E:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); F: extracto sobre bacteria (repeticion 2). Concentraciones (mg.mL-
). 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312, 9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.019.

*El recuadro rojo indica el corte de la CIM.

Para S. aureus AC, el extracto de hexano de corteza produjo una CIM de 40
mg. mL-" (Figura 28, Cuadro 6), mientras que para el de acetato de etilo de corteza fue
de 10 mg. mL™" (Figura 28, Cuadro 6).
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Figura 32. CIM del extracto de hexano y de acetato de etilo de corteza de Diospyros digyna
sobre S. aureus AC.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria y resazurina; A: prueba de esterilidad del extracto; B: extracto sobre
bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); D: prueba de esterilidad del extracto; E:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); F: extracto sobre bacteria (repeticion 2). Concentraciones (mg.mL-
). 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312, 9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.
*El recuadro rojo indica el corte de la CIM.

Para S. epidermidis, el extracto de acetato de etilo de corteza produjo una CIM

de 40 mg. mL" (Figura 29, Cuadro 6) y para S. Typhi, el extracto de metanol de corteza
produjo una CIM de 20 mg. mL™~" (Figura 29, Cuadro 6).
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Figura 33. CIM del extracto de acetato de etilo sobre S. epidermidis y metanol de corteza de
Diospyros digyna sobre S. Typhi.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria y resazurina; A: prueba de esterilidad del extracto; B: extracto sobre
bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); D: prueba de esterilidad del extracto; E:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); F: extracto sobre bacteria (repeticion 2). Concentraciones (mg.mL-
): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312, 9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.
*El recuadro rojo indica el corte de la CIM.

En todos los casos la CIM fue diferente a la CBM, indicando que los extractos
presentaron un efecto bacteriostatico, es decir, hubo crecimiento bacteriano al realizar
el subcultivo en un medio sin antibiético de la CIM correspondiente. La excepcion fue
el extracto de acetato de etilo de corteza sobre B. subtilis con una CBM de 40 mg. mL"™"
(Cuadro 6) con un efecto bactericida, es decir, las bacterias provenientes del ensayo

de la CIM no crecieron en el subcultivo consiguiente.

Cuadro 5. Valores de CIM y CBM de los extractos activos de hojas de Diospyros digyna.

CIM | CBM
Extracto | Bacterias Concentraciones (mg. mL™")
40 20 10 | 5a0.0195* | 40 | 20 | 10 | 5a0.0195*
AcOEt | B. subtilis - - + + + + | + +

AcOEt: acetato de etilo; -: inhibicidn; +: crecimiento; *: 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.1563,
0.0781, 0.0391 y 0.0195 mg. mL~".
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Cuadro 6. Valores de CIM y CBM de los extractos activos de corteza de Diospyros digyna.

CIM | CBM
Extracto Bacterias Concentraciones (mg. mL™")
40 | 20 | 10 5a 40 | 20 | 10 5a
0.0195* 0.0195*

AcOEt | S.aureusAC | - | - | - + + | + | + +
B. subtilis -l - |- + - + + ¥

S. epidermidis | - | + | + + + | + | + +

S. aureus AC | - + + + | + | + +

Hex B.subtilis | - | - | + " PR I "
B. subtilis - - |+ + + | + | + ¥

MeOH S. Typhi B R — " PR v "

AcOEt: acetato de etilo; Hex: hexano; MeOH: metanol: -: inhibicion; +: crecimiento;
*:5,2.5,1.25, 0.625, 0.3125, 0.1563, 0.0781, 0.0391 y 0.0195 mg. mL~".

7.6. Prueba de toxicidad sobre Artemia salina

El analisis estadistico de la prueba de toxicidad (Anexo 9) demostré que los extractos
evaluados no son toxicos puesto que presentaron una CLso alta; la excepcion fue el
extracto de acetato de etilo de corteza, que con una ClLso de 972.09 ug.mL™" fue
categorizado como moderadamente téxico. El extracto hexanico (CLso=2 247.37) y de
acetato de etilo (CLsp=2 206.35) de hojas fueron los menos toxicos de dicha estructura
(Figura 30), mientras que el extracto metandlico (CLsp=5 841.35) y hexanico (CLso=5

150.67) de corteza fueron los menos toxicos de todo el estudio (Figura 31).
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Figura 34. Toxicidad letal media de los extractos de hojas de Diospyros digyna.
La linea vertical en la grafica corresponde a la desviacion estandar.
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Figura 35. Toxicidad letal media de los extractos de corteza de Diospyros digyna.
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VIII. DISCUSION

Entre las plantas medicinales nativas de México se encuentra el zapote negro (D.
digyna), muy apreciado en las comunidades rurales por las propiedades medicinales
que se le atribuyen y por la fruta que produce (Andueza-Noh et al., 2022). Para conocer
los efectos bioldgicos de esta especie se evaluaron los extractos de hojas y corteza de
tallos empleando disolventes de polaridad creciente (hexano, acetato de etilo, metanol

y agua).

El extracto que presentd mayor rendimiento fue el de acetato de etilo de corteza
(16.34 %), seguido del hexanico (11.82 %) y del metandlico (10.41 %) de hojas (Figura
19, Anexo 1). Estas diferencias en el rendimiento o cantidad de sdlidos totales de los
extractos botanicos pueden deberse a factores como la temperatura, la forma y tiempo
de extraccion (Troung et al., 2019).

Las hojas presentaron la mayor cantidad de MS (dos en el extracto de hexano,
seis en el de acetato de etilo, cinco en el de metanol y acuoso), siendo identificados
alcaloides, fenoles, flavonas, glucdsidos, saponinas, taninos condensados vy
esteroides (Cuadro 2, Figura 20). El extracto hexanico de hojas fue el extracto de
mayor rendimiento, sin embargo, fue el de menos grupos de metabolitos secundarios
(esteroides y glucosidos). Si bien no existen reportes en la literatura especializada
sobre la presencia de estos MS en dicho extracto, Huang et al. (2024) identificaron
triterpenos en extractos de hojas, y Ramirez et al. (2019) ademas de triterpenos
identificaron cumarinas, fenoles y flavonoides. Estas diferencias pueden deberse a
factores como lo sefalado por Gutiérrez (2002) quien menciona que la presencia y
concentracion de MS varia de acuerdo a la etapa de crecimiento o época del afo,
también depende de la hora y de la situacion climatica en el momento de la recoleccion
de la planta, e incluso varia en determinadas situaciones ecoldgicas, también pueden
hallarse restringidos a cierto 6érgano o a ciertas partes de la planta. Los terpenos no
estuvieron presentes en ninguno de los extractos de hoja y alguno de los motivos antes

anotados pueden ser el motivo.
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Las cortezas fueron las de menos metabolitos (dos en el extracto de hexano,
cuatro en el de acetato de etilo, cinco en el de metanol y dos en el acuoso), se
identificaron alcaloides, fenoles, flavonas, glucdsidos, saponinas, taninos
condensados, esteroides y quinonas, los primeros siete coindicen con los identificados
en hojas. En los extractos de acetato de etilo y de metanol, tanto de hoja como de
corteza, se identificaron mas MS, en comparacién con ambos extractos hexanicos que
fueron los que presentaron menos grupos de MS, esto se puede deber a la polaridad
de los solventes, Salas et al. (2023) indican que los solventes mas polares son lo que
con frecuencia se usan para la extraccion de MS porque son los que tienen fuertes
interacciones con moléculas polares. De esta manera también se explica por qué en
los extractos de acetato de etilo, metanol y acuoso de hoja se identificaron fenoles,
pero no en el de hexano, ya que estos tres solventes son polares, siendo el metanol y
agua los de mayor polaridad en este estudio, a diferencia del hexano que es apolar,
ademas, es importante considerar que los fenoles son moléculas polares y se reporta
que con frecuencia se emplea metanol y agua para extraerlos debido a su naturaleza
quimica (Hernandez et al., 2016). Caso contrario de los esteroides, los cuales,
generalmente, son moléculas apolares y estuvieron presentes en los extractos

hexanicos.

No hay reportes bibliograficos sobre grupos de MS identificados en extractos de
corteza, sin embargo, Atin et al. (2022) identificaron en extractos etanodlicos de
Diospyros celebica alcaloides, flavonoides, glucosidos, terpenos, esteroides y
quinonas. Zreen et al. (2022), también identificaron taninos, fenoles y saponinas en los
extractos metandlicos de Diospyros malabarica. Los grupos de MS reportados en
ambas especies coinciden con los identificados en la especie de estudio, unicamente

los terpenos no se identificaron en los extractos de corteza de D. digyna.

Los resultados de la actividad antibacteriana mostraron que el extracto de
acetato de etilo, tanto de hojas como de corteza, fueron los de mayor actividad
inhibitoria (Cuadro 3), permitiendo observar que las concentraciones de los extractos
tienen potencias inhibitorias sobre el crecimiento de las bacterias ensayadas.
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Los extractos de hojas fueron los que menor actividad presentaron, siendo
activo unicamente el extracto de acetato de etilo en la concentracién mas alta (10 mg/d)
sobre B. subtilis. Si bien no se encontraron reportes en la literatura especializada sobre
el efecto antibacteriano de extractos de hojas y corteza de la especie en estudio, la
excepcion es el trabajo realizado por Dinda et al. (2006) quienes reportan que la
diospirodina y el nonaacetato aislados de los extractos de acetato de etilo de hoja
fueron activos frente a B. subtilis, la diospirodina fue activa a 250, 125 y 70 pg/d,
mientras que el nonaacetato demostré actividad a 250 y 125 pg/d, concentraciones

mas bajas en comparacion con las de este estudio.

De los extractos de corteza, el de acetato de etilo fue el mas activo, inhibiendo
a S. aureus AC, B. subtilisy S. epidermidis. Mientras que el extracto metanalico inhibid
a B. subtilis y S. Typhi en la concentracion mas alta para ambas bacterias. Esto
concuerda con el estudio de Dinda et al. (2006) quienes reportan que la diospirodina y
nonaacetato aislados de los extractos de acetato de etilo y metanol son activos frente
a B. subtilisy S. aureus a 250 y 125 ug/d.

Por otra parte, el extracto hexanico inhibi6 el crecimiento de S. aureus AC y B.
subtilis. El hecho que existan extractos capaces de inhibir a S. aureus AC resulta de
interés para esta investigacion, considerando que es una de las principales bacterias
resistentes a los antibioticos, o que representa una amenaza significativa para la salud
publica (Giono et al., 2021).

Otras especies del género Diospyros también tienen propiedades
antibacterianas. Borges et al. (2007) evaluaron fracciones de extractos hexanicos,
metanalicos y acuosos de hojas y corteza de Diospyros anisandra a 250 pg/mL sobre
B. subtilis y S. aureus. En ese estudio los resultados mostraron que ninguna de las
fracciones de hojas presentd actividad antibacteriana, por otra parte, la fraccién de
hexano de corteza tuvo actividad sobre B. subtilisy S. aureus (halos de inhibicion de
23 y 43 mm respectivamente), para la de metanol fue de 23 mm para B. subtilis y 34
mm para S. aureus, el acuoso no mostro actividad. Esto coincide con lo obtenido, ya

que los extractos de hexano y metanol de D. digyna fueron activos sobre B. subitilis,
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de esta manera, se observa que los extractos de corteza del género Diospyros son los
que presentan mayor efecto antibacteriano en comparacion con las hojas, mostrando

mayor actividad sobre B. subtilisy S. aureus.

En relacidon al porcentaje de inhibicion relativa (PIR), el valor mas alto del
extracto de acetato de etilo de hoja fue de 17.1 % sobre B. subtilis y para los de la
corteza el de hexano y acetato de etilo fueron de 26.87 y 46.22 % sobre S. aureus AC,
respectivamente, y para el de metanol de 17.1 % sobre B. subtilis en todos los casos
a 10 mg/d. Ramirez y Diaz (2007) mencionan que una accion antibacteriana se
considera alta cuando la PIR es >70 %, intermedia entre el 50-70 % y baja cuando es
<50 %, esto indicaria que todos los extractos activos de D. digyna poseen actividad
inhibitoria baja.

Los resultados de la concentracion inhibitoria minima (CIM) indican que el
extracto de acetato de etilo representa la potencia de los extractos de D. digyna, ya el
de hoja produjo una CIM de 20 mg. mL™" para B. subtilis y para el de corteza fue de 10
mg. mL~" tanto para B. subtilis como para S. aureus AC, siendo una potencia mas baja
en comparacion con los extractos metandlicos y acuosos de corteza de Diospyros
melanoxylon, que redujeron el crecimiento a 3 mg. mL™" (CIM casi tres veces menor)
sobre S. aureus, algo mas cerca a la del extracto fue el de metanol (CIM de 6 mg.
mL™") sobre S. epidermidis (Rath et al., 2009). Estas cercanias en potencia muestran
que parece ser comun que las especies de Diospyros produzcan moléculas con
actividad antimicrobiana; en tanto que las diferencias puede deberse a una mayor
diversidad de sustancias activas (incluyendo moléculas exclusivas) o a

concentraciones disimiles de ella.

Que algunos extractos no hayan sido activos no es raro, al contrario, es comun,
por lo menos de D. melanoxylon, el extracto acuoso no produjo inhibicion en algunas
bacterias cuando los otros extractos si. Con D. digyna sucedié lo mismo, mientras que
el extracto de acetato de etilo inhibié a B. subtilis, el acuoso no. Esto indica que las
sustancias activas se extraen mejor con un disolvente que con otro. Ademas, las

diferencias entre un mismo tipo de extracto también brinda informacién sobre el
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panorama metabdlico del género, el extracto metandlico de corteza de D. digyna no
presento inhibicion sobre S. aureus y S. epidermidis, a diferencia de los de D.
melanoxylon; ello también se refleja en la potencia, este mismo extracto de ambas
especies presentaron efecto inhibitorio sobre S. Typhi; pero con potencias diferentes
mientras que la CIM de la especie de estudio fue de 20 mg. mL™", el de D. melanoxylon
fue de 3 mg. mL™', indicando la diversidad en nimero o en abundancia de los principios

activos entre ellos.

Todos los extractos con actividad antibacteriana demostraron ser activos frente
a B. subtilis, lo cual resulta relevante tomando en cuenta que es la bacteria
Grampositiva mejor caracterizada. La susceptibilidad de esta bacteria a los extractos
se puede deber a que las bacterias Grampositivas no presentan resistencia a la
entrada de agentes antimicrobianos porque carecen de una membrana externa, por lo

tanto, las moléculas entran con mayor facilidad (Calvo y Martinez, 2009).

Los grupos de MS presentes en los extractos de hojas fueron alcaloides,
fenoles, glucdsidos, saponinas, taninos condensados y esteroides, siendo algunos de
ellos o el conjunto de los mismos los responsables de la susceptibilidad de B. subtilis.
Zouine et al. (2024) mencionan que varios flavonoides, alcaloides, esteroides y
terpenos tienen la capacidad de causar alteraciones tanto en la pared celular
bacteriana como en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica.

El extracto de acetato de etilo de hojas y corteza contienen fenoles en buena
intensidad, lo que pudiera indicar, su participacion en la actividad antibacteriana.
Kirmusaoglu (2018) menciona que los fenoles, inicialmente, afectan la membrana
celular, ya que hay una alta correlacion entre la toxicidad y la hidrofobicidad de estas
moléculas, debido a que cambian la permeabilidad, lo que provoca la fuga del
contenido celular o interfirieren con las proteinas de la membrana, lo que resulta en la

alteracion de su estructura.

Los glucésidos y los taninos condensados son grupos de MS presentes en todos
los extractos activos (con excepcion del extracto de hexano de corteza). Los

glucosidos son estrategias quimicas utiles contra bacterias Grampositivas y
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Gramnegativas debido a que pueden cambiar la permeabilidad de la membrana
plasmatica, causando dafo y pérdida del contenido citoplasmatico (Zou y Fang, 2021).
Por otra parte, Huang et al. (2024 ) indican que la actividad antibacteriana de los taninos
condensados esta correlacionada con la presencia de fracciones galilo y galico en las
unidades de flavan-3-ol. Los mecanismos de accion antibacteriana de los taninos
condensados incluyen la inhibicion de las toxinas bacterianas, la matriz extracelular, la
transferencia de plasmidos, la sintesis de la pared celular y la disrupcion de la
membrana. Kabeer et al. (2020) anaden que los taninos inhiben el crecimiento
bacteriano mediante la quelacion del hierro y la inhibicidn de las vias biosintéticas de
los acidos grasos. También, los taninos actuan como inhibidores del quorum sensing
(mecanismo de regulacién de la expresion genética) y atenuan la expresion genética

de varios factores de virulencia, como biopeliculas, enzimas, adhesinas y motilidad.

Los alcaloides son otro grupo de MS presentes en los extractos de acetato de
etilo de hoja y metandlico de corteza, de acuerdo a Yan et al. (2021), los alcaloides
inhiben el crecimiento bacteriano a través de varios mecanismos, incluyendo la
inhibicion de la sintesis de proteinas y acidos nucleicos bacterianos, la modificacion
de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana, el dafio de la membrana
celular y la pared celular, la inhibicion del metabolismo y la inhibicion de las bombas
de eflujo.

Los flavonoides presentes en el extracto de acetato de etilo y metandlico de
corteza son otros posibles responsables, al respecto Xie et al. (2015) mencionan que
hidroxilos especificos en los anillos aromaticos son los cruciales para su actividad
antibacteriana. Algunos mecanismos antibacterianos son la inhibicion de la sintesis de
acidos nucleicos, inhibicion de la funcion de la membrana citoplasmatica, inhibicién del
metabolismo energético, inhibicion de la unidén y formacion de biopeliculas, inhibicion
de la porina en la membrana celular, alteracion de la permeabilidad de la membrana y
atenuacion de la patogenicidad. Especificamente los flavonoides de tipo flavona tienen
la capacidad de inhibir el quorum sensing (la formacion de biopeliculas) y los genes de
virulencia (Socorro et al. 2022).
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Las saponinas como las identificadas en los extractos de acetato de etilo de
hojas y metandlico de corteza, poseen propiedades similares a las de los detergentes
y pueden aumentar la permeabilidad de las membranas celulares bacterianas, esta
actividad puede facilitar la entrada de agentes antibacterianos a través de la membrana
de la pared celular bacteriana (Imrad et al., 2018), ademas, pueden alterar la
morfologia de la superficie de la membrana e incluso destruir su integridad (Li y Monje
(2023)

Los esteroides como en los extractos antibacterianos de acetato de etilo de hoja
y hexanico de corteza, de acuerdo con Dogan et al. (2017) poseen enlaces de perdxido
y vinilo en sus estructuras, que los hace similares a los que se encuentran
normalmente en las células y pueden reemplazar a estas sustancias en la membrana

celular, ocasionando alteraciones en las mismas.

Los grupos de MS identificados poseen actividad antibacteriana limitada, ya que
tuvieron el efecto de inhibir a cuatro de las diez bacterias ensayadas, ello encuentra
explicacion que las bacterias poseen mecanismos que las hacen resistentes a los
agentes antibacterianos o que los extractos inactivos tienen principios activos en
menor numero o abundancia. Fuente et al. (2015) indican que el principal mecanismo
causante de resistencia bacteriana es la inactivacion de los agentes antimicrobianos a
través de la hidrélisis mediada por enzimas. La inactivacion enzimatica es causada por
la accion de hidrolasas y transferasas sintetizadas por ciertos patégenos como una
estrategia de defensa bacteriana. También se consideran los mecanismos que
modifican el sitio blanco de los agentes antibacterianos, los cuales pueden ser
modificados por una mutacion genética. Por otra parte, Vaou et al. (2021) mencionan
que la entrada de agentes antibacterianos esta controlada principalmente por las
porinas, que son proteinas capaces de formar canales abiertos que permiten el
transporte pasivo de moléculas a través de las membranas de bicapa lipidica. La
variacién en la estructura de las porinas da como resultado la alteracion de la
permeabilidad de la membrana y es un mecanismo para escapar de los agentes
antibacterianos. Este tipo de resistencia a los antibacterianos se encuentra con

frecuencia en bacterias Gramnegativas. Ademas, este tipo de bacterias poseen una
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cubierta externa mas compleja que las Grampositivas, tanto quimica como
estructuralmente (Molinedo et al., 2014), siendo alguna de estas las posibles razones
por las cuales los extractos activos presentaron mayor actividad sobre las bacterias

Grampositivas, pero no sobre las Gramnegativas.

Aun cuando fueron encontrados tipos de MS con propiedades antibacterianas,
es de relevancia tomar en cuenta que la actividad general de los extractos botanicos
puede resultar de mezclas de compuestos con actividad sinérgica, aditiva o
antagonica, lo cual interviene en su efecto biolégico (Caesar y Cech, 2019). Esta es
otra de las posibles razones por las cuales unos extractos fueron capaces de inhibir a

ciertas bacterias y otros no, incluso aquellos que fueron activos.

Aunque los metabolitos secundarios se utilizan principalmente por su actividad
biolégica beneficiosa, como lo es su actividad antibacteriana, la toxicidad de algunos
de ellos puede limitar su uso. La evaluacién de la toxicidad de cualquier compuesto
que pueda usarse en humanos es de vital importancia (Madariaga et al., 2018). Los
resultados en esta investigacion indican que los extractos evaluados son considerados
como no téxicos, con excepcion del extracto de acetato de etilo de corteza, que fue
considerado como moderadamente toxico, esto de acuerdo a la escala de toxicidad de
McLaughlin (1998). Es decir, la menor potencia antibacteria, aunque limitada en
potencia, tiene a su favor una baja toxicidad.

El hecho que los extractos antibacterianos no sean toxicos y debido a la escasez
de estudios sobre los extractos de hojas y corteza de D. digyna permite seguir
explorando la actividad bioldgica de estos, ya que de acuerdo con Avalos et al. (2014)
se ha incrementado el interés por el uso de plantas medicinales como una alternativa
para obtener nuevos farmacos, debido a su gran variedad y complejidad de sus

metabolitos secundarios.
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IX. CONCLUSIONES

El extracto que presentd mayor rendimiento fue el de acetato de etilo de corteza
(16.34 %), seguido del hexanico de corteza (11.82 %) y metandlico de hojas
(10.41 %).

Las hojas y las cortezas tuvieron en comun siete de diez tipos de compuestos
secundarios ensayados (alcaloides, esteroides fenoles, flavonas, glucésidos,
saponinas y taninos condensados). Las cortezas adicionalmente presentaron
quinonas.

De los extractos de hojas, unicamente el de acetato de etilo presenté actividad
inhibitoria sobre B. subtilis, mientras que el extracto de acetato de etilo de
corteza fue el que presentd mayor actividad, inhibiendo a S. aureus AC, S.
epidermidis y B. subtilis, por otra parte, el extracto hexanico de corteza no
permitié el crecimiento de S. aureus AC y B. subtilis, mientras que el extracto
metandlico inhibié B. subtilisy S. Typhi.

El PIR mas alto fue el del extracto de acetato de etilo de corteza sobre S. aureus
a 10 mg/d (46.22 %), seguido del extracto de hexano sobre S. aureus a 10 mg/d
(26.87 %) y del extracto de metanol sobre B. subtilis a 10 mg/d (17.1 %).

El extracto de acetato de etilo de corteza presentd la concentracion mas
efectiva, puesto que produjo una CIM de 10 mg. mL™" sobre B. subtilis y S.
aureus AC, seguido del extracto de acetato de etilo de hojas con una CIM de 20
mg. mL™" sobre B. subtilis y del extracto de metanol de corteza con una CIM de
20 mg. mL™"sobre S. Typhi.

Los extractos evaluados resultaron ser no toxicos, la excepcion fue el extracto
de acetato de etilo de corteza que fue catalogado como moderadamente téxico.
La investigacion realizada aporta informacion sobre los grupos de metabolitos
secundarios presentes en las hojas y cortezas de Diospyros digyna, asi como
el efecto de los mismos sobre su efecto inhibitorio sobre las bacterias
ensayadas y el efecto toxico de los extractos sobre Artemia salina, tomando en
cuenta que el zapote negro es apreciado tanto por sus propiedades

nutricionales como medicinales.
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X. RECOMENDACIONES

Realizar otros métodos de extraccion para determinar si es viable el aislamiento
de otros grupos de metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.
Utilizar otras especies de bacterias con el fin de aumentar el conocimiento
inhibitorio de Diospyros digyna.

Emplear mayores concentraciones de los extractos para determinar si se
pueden obtener mayores resultados inhibitorios.

Difundir el conocimiento sobre las propiedades nutricionales y medicinales del

zapote negro para lograr un mayor consumo y aprovechamiento sustentable.
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Xll. ANEXOS

Anexo 1. Rendimiento de los extractos de hoja y corteza de Diospyros digyna.

Estructura vegetal Disolventes | Peso del extracto (g) | Rendimiento (%)

Hex 4.16 11.82

AcOEt 1.71 4.28

. MeOH 4.72 10.41

Hojas

Acuoso 4.52 4.52

Hex 2.68 6.71
AcOEt 6.53 16.34

Corteza MeOH 2.81 7.03
Acuoso 5.26 5.26

Disolventes: Hex: hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol.
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Anexo 2. Pruebas de identificacion de grupos de metabolitos secundarios de extractos
de hojas de Diospyros digyna.

Alcaloides

T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso
Fenoles
Flavonoides

T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso
Glucoésidos

T X T AcoEt T MeOH T Acuoso
Saponinas

T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso
Taninos

T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso
Terpenos

T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso
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Quinonas

T AcoEt T MeOH T Acuoso

[l

T Hex
Lactonas sesquiterpénicas

"‘l"h)‘l;

T Hex AcoEt T MeOH T Acuoso

T: testigo; Hex: hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; H20: acuoso.

Anexo 3. Pruebas de identificacién de grupos de metabolitos secundarios de extractos

de corteza de Diospyros digyna.

Alcaloides
"BY TR ‘
B L1 L 8
g 1)
Fenoles
T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso
Flavonoides

1 T AcoEt T MeOH T Acuoso

Glucésidos

T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso
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Saponinas

Taninos

T AcoEt T MeOH T Auoso.
e B ey [

& N | -
T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso

Terpenos

Quinonas

T AcoEt T MeOH T Acuoso

T Hex
Lactonas sesquiterpénicas

T Hex T AcoEt T MeOH T Acuoso

T: testigo; Hex: hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; H2O: acuoso.
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Anexo 4. Promedio y desviacion estandar de los halos de inhibicion de los extractos

de hojas de Diospyros digyna.

Hexano
Concentraciones (mg. mL"")
Bacterias 2.5 5 10
R1 R2 | R | P | D.E. | R1 R2 | R3 |P | DE. | R1 | R2 | R3 | P | D.E.
S. aureus AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
epidermidis
B. subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Typhi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aeruginosa
AC
P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aeruginosa
K. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pneumoniae
Acetato de etilo
Concentraciones (mg. mL™")
Bacterias 25 5 10
R1T | R2 | R | P| DE. | R1| R2| R3|P | DE. | R1 | R2 | R3 P D.E.
S. aureus AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. epidermidis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 7 33 | 0.57
S. Typhi 0 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AC
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K. pneumoniae | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Metanol

Bacterias

Concentraciones (mg. mL")

5

2

A
N

&)
m
2
P
N
P
w
O
m

2

o
m

S. aureus AC

S. aureus

S. epidermidis

o|Oo|o

B. subtilis

S. Typhi

E. coli AC

E. coli

P. aeruginosa
AC

O|O|O0|0|O0|O0|0|O

O|O|O0|0|O0|0|0|O

N
o|o|o|o|o|o|o|o| 8| n

O|0O|0|O|O0|O0|0|O| T

O|O|O|O0|O0O|O|0O|O|+
O|O|O0|0|O0|0|0|O
O|O|O0|0|O0|O0|0|O
O|O0O|O0|0|O0|0|0|O
O|O|O0|0|O0|O0|O0|O|T
O|O|O|O0|O0|O|0O|O|+

O|O|O0|0|O0|0|0|Oo

O|O|O|Oo

Ol —a
oooooooowo

O|O|0|O|Oo|O0|0|O|T

oO|o|0o|Oo|o|o|o|o

P. aeruginosa

o

o

o

o

o
o
o
o
o
o

o

o

o

o

o

K. pneumoniae

o

o

o

o
o
o
o
o
o

o

o

Acuoso

Bacterias

Concentraciones (mg. mL"")

5

2

A
N

o
m
e
0
N
py
w
o
m

2

O
m

S. aureus AC

S. aureus

S. epidermidis

o|Oo|o

B. subtilis

S. Typhi

E. coli AC

E. coli

P. aeruginosa
AC

O|0O|0O|O|O|O0|O0|O

oO|0O|0O|O|O|O0|O0|O

o|o|o|o|o|o|o|o|8IN
()]

O|O|0|O|O|O0|0|O|T

oO|0o|0O|O|O|O0|O0|O
oO|Oo|0O|O|O|O0|O0|O
oO|0o|0O|O|O|O0|O0|O
O|0O|0|O|O0|O0|0|O| T

O|O|O0O|O0|O0|O|0O|O|+

O|O0O|O0|0|O0|O0|0|O

O|O|O|Oo

Py N
OOOOOOOOwO

O|0O|0|O|O0|O0|0|O| T

O|O|O0O|O0|O0|O|0O|O|+

P. aeruginosa

o

o

o

o

o
o
o
o
o
o

o

o

o

o

o

K. pneumoniae

o

o

o

R1: repeticion 1; R2: repeticion 2; R3: repeticion 3; P: promedio; D.E: desviacién estandar.
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Anexo 5. Promedio y desviacion estandar de halos de inhibicion de los extractos de

corteza de Diospyros digyna.

Hexano
Concentraciones (mg. mL")
Bacterias 25 5 10
R1| R2 R3 | P| DE. | R1 | R2 R3 |P|DE. | R1|R2| R3 P D.E.
S. aureus AC 6 6 6 6 0 6 6 6 6 0 8 8 9 8.33 | 0.57
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. epidermidis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 7 8 7.66 | 0.57
S. Typhi 0 0|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AC
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K. pneumoniae | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acetato de etilo
Concentraciones (mg. mL™")
Bacterias 2.5 5 10
R1 | R2 | R3 P DE. | R1 | R2 | R3 P DE. | R1 | R2 | R3 P D.E.
S. aureus AC 12 9 9 10 173 | 14 | 13 | 13 | 1333 | 057 | 15 | 13 | 15 | 1433 | 1.15
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. epidermidis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 7 6.33 0.57
B. subtilis 7 7 6 6.66 | 0.57 8 8 9 8.33 057 | 13 | 12 | 12 | 1233 | 0.57
S. Typhi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AC
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K. pneumoniae | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Metanol

Concentraciones (mg. mL-")

Bacterias 2.5 5 10
R1T | R2 | R3|P| DE. |R1 | R2| R3|P | DE. | R1 | R2 | R3 P D.E.
S. aureus AC 0 0 0 |0 0 0 0 0 |0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. epidermidis | 0 0 0 |0 0 0 0 0 |0 0 0 0 0 0 0
B. subtilis 0 0 0 |0 0 0 0 0 |0 0 6 6 7 6.33 | 0.57
S. Typhi 0 0 |0 0 0 0 0 0 |0 0 7 6 7 6.66 | 0.57
E. coliAC 0 0 0 |0 0 0 0 0 |0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 |0 0 0 0 0 |0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AC
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K. pneumoniae | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acuoso
Concentraciones (mg. mL™")
Bacterias 25 5 10
R1T | R2 | R3|P|DE. |R1 | R2| R3|P | DE. | R1 | R2 | R3 | P | D.E.
S. aureus AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. epidermidis | 0 0 0|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. subtilis 0 0 0|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Typhi 0 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli AC 0 0 0|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AC
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K. pneumoniae | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R1: repeticién 1; R2: repeticion 2; R3: repeticion 3; P: promedio; D.E: desviacién estandar.
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Anexo 6. Susceptibilidad de las bacterias a los extractos de hojas de Diospyros digyna.
Prueba de Kruskal-Wallis y comparacion entre las concentraciones por medio de la
prueba de Dunn.

Tipo de | Bacteria | Valor P | ¢Significativo? Prueba de Dunn
extracto
Comparaciéon| Z |P.unadj| P.adj
Acetato B. 0.034 Si 10-2.5 2.25| 0.024 | 0.073
de etilo subtilis ' 10-5 2.25| 0.024 |0.073
25-5 0 1.000 | 1.000

Anexo 7. Susceptibilidad de las bacterias a los extractos de corteza de Diospyros digyna.
Prueba de Kruskal-Wallis y comparacion entre las concentraciones por medio de la
prueba de Dunn.

Tipo de | Bacteria | Valor P | ¢Significativo? Prueba de Dunn
extracto
S ] Comparaciéon| Z |P.unadj| P.adj
auréus 0.021 Si 10-2.5 240 | 0.016 | 0.048
AC ’ 10-5 240 | 0.016 | 0.048
25-5 0 1.000 | 1.000
Hexano
Comparaciéon| Z |P.unadj| P.adj
B. 0.034 . 10-2.5 2.25| 0.024 | 0.073
subtilis : Si 10-5 225| 0.024 | 0.073
25-5 0 1.000 | 1.000
S Comparaciéon| Z |P.unadj| P.adj
'd. . 0.021 . 10-2.5 240 | 0.016 | 0.048
ep’d?rm’ : Si 10-5 2.40| 0.016 | 0.048
IS 25-5 0 | 1.000 | 1.000
Acetato
de etilo
B.
subtitis | 0-28 No -
Comparaciéon| Z |P.unadj| P.adj
. 10-2.5 240 | 0.016 | 0.048
Metanol | S. Typhi 0.021 Si 10-5 5201 0016 10048
25-5 0 1.000 | 1.000
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Comparaciéon| Z |P.unadj| P.adj

B. 0.034 i 10-2.5 2.25| 0.024 | 0.073
subtilis : Si 10-5 2.25] 0.024 | 0.073
25-5 0 1.000 | 1.000

Anexo 8. Susceptibilidad de las bacterias a los extractos de corteza de Diospyros digyna.
ANOVA simple y comparacién entre las concentraciones por el método Tukey HSD al
95.0 de probabilidad.

Tipo de | Bacteria | Valor | ¢;Significativo? Prueba de rangos multiples

extractos P Tukey HSD
Comparacion|Diferencia| +/-
Acetato S Limites
de etilo | aureus | 0.0001 Si 10-25 767 | 0.754
AC 10-5 -7.67 | 0.754
25-5 0.75 0.754
Anexo 9. Halos de inhibicion producidos por la gentamicina.
Concentraciones (mg/d)
Bacterias 25 5 10
S. aureus AC 30 30 31
S. aureus 31 31 31.33
S. epidermidis 31 31 31.33
B. subtilis 36 37 37
E. coli AC 36 37 37
E. coli 29.6 31 31.67
S. Typhi 34 35 35
P. aeruginosa AC 34 34 37.33
P. aeruginosa 32.67 32.67 32.67
K. pneumoniae 29 31 35.33
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Anexo 10. Concentracion letal media CLso de los extractos de hojas y corteza de
Diospyros digyna sobre Artemia salina.

Estructura Extractos Concentracion | Desviacion Categoria de
vegetal CLso (ug.mL™") estandar toxicidad
(McLaughlin et al.,

1998)
Hexano 2 247.37 3.16 No toxico
Acetato de etilo 2 206.35 1.72 No téxico

Hojas
Metanol 1 109.69 11.82 No toxico
Acuoso 1361.16 413 No téxico
Hexano 5150.67 254 No téxico
Acetato de etilo 972.09 8.2 Moderadamente

Corteza toxico
Metanol 5841.35 1.42 No téxico
Acuoso 1317.74 5.26 No téxico
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