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RESUMEN

Prosopis laevigata, mejor conocido como mezquite, es una planta ampliamente
distribuida en zonas aridas y semiaridas del pais, se emplea en la industria maderable, en
el sector alimenticio y en la medicina tradicional mexicana para tratar afecciones de los
0jos, cdlico en bebés, el salpullido, la tos pasmada, tos ferina, fiebre, dolor de muelas,

ronquera, faringitis y padecimientos del aparato digestivo.

Dentro de los padecimientos del aparato digestivo se encuentra la disenteria, enfermedad
gastrointestinal que afecta a las poblaciones de bajos recursos, afectando principalmente
a los nifios menores de cinco afos y a los ancianos, estas enfermedades infecciosas son

ocasionadas por bacterias como Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella spp.

En la presente investigacion se obtuvieron los extractos metandlicos ricos en alcaloides
de los tallos de mezquite colectados en tres zonas diferentes del pais (Oaxaca, Hidalgo y
Veracruz), dichos extractos se fraccionaron usando un sistema acido-base y un solvente
de polaridad intermedia. A los extractos completos y sus fracciones se les determind la
Concentraciébn Minima Inhibitoria (MIC) sobre las bacterias E. coli (ATCC 8739), S.
typhi (ATCC 6539) y S. flexneri (ATCC 29003). Se cuantificaron los polifenoles vy
flavonoides totales, asi como la actividad antioxidante. Se realizdé un anlisis
cromatografico de los extractos metandlicos Yy las dos fracciones obtenidas a pH 5.0
(precipitado y fraccion organica), se encontrd que el flavonoide catequina esta presente
en el precipitado y la fraccion organica de tallos colectados en Oaxaca, en los extractos
metandlicos del material vegetal procedentes de Veracruz y de Hidalgo en un porcentaje
del 0.50 a 0.86 %. En cuanto a las Concentraciones Minimas Inhibitorias (mg/mL) para
la bacteria E. coli, el extracto, las fracciones a pH 5.0y 10.0 y el precipitado a pH 5.0 del
mezquite de Oaxaca mostraron actividad con MICs de 0.618 + 0.125, 0.555 + 0.166,
0.666 + 0.000 mg/mL, respectivamente. Para la bacteria S. typhi, el precipitado a pH 5.0
y la fraccion a pH de 10.0 del mezquite de Oaxaca presentaron la mejor actividad
antibacteriana con un MIC de 0.499 + 0.231, mientras que, para la bacteria S. flexneri la
mejor actividad la presentd el precipitado a pH 5.0 del mezquite de Veracruz conun MIC
de 0.291 + 0.191. El precipitado a pH 5.0 del mezquite de Veracruz presentd la mayor
cantidad de compuestos polifendlicos con 9.40 + 1.37 mg EAG/100 mg de muestra,

mientras que el extracto metandlico del mezquite proveniente de Oaxaca presentd la
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menor cantidad de compuestos polifendlicos (2.55 + 0.47 mg EAG/100 mg de muestra),
en la cuantificacion de flavonoides se observd que la fraccion organica a pH de 5.0 del
mezquite de Hidalgo y el extracto metandlico del mezquite de Veracruz presentaron la
mayor cantidad (3.07 £0.06 y 3.22 + 0.01 mg EC/100 mg de muestra respectivamente).
La actividad antioxidante fue evaluada empleando el método del DPPH, los resultados
obtenidos permitieron observar que la fraccion a pH de 5.0 del mezquite de Hidalgo

presentd la mejor actividad con un ICsp de 7.21 pg/mL.
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1. INTRODUCCION
México cuenta con una gran riqueza bioldgica debido a su topografia y variaciones
climéticas, que le permite poseer una de las floras més ricas del continente Americano,
ocupa el quinto lugar con respecto a la diversidad vegetal presente en el pais, que se llega
a extender a mas de 30 mil especies de plantas vasculares (Gheno-Heredia y col., 2011;
Schlaepfer y Mendoza-Espinoza, 2010), esta diversidad a su vez, permite encontrar una
amplia gama de principios activos que hacen a las plantas eficaces en el tratamiento de
diversas enfermedades presentes en los seres humanos; mientras que, la concentracion
de los compuestos depende de factores como: la edad del organismo, el clima, la época

del afio en la que se recolecto, el tipo de suelo y la humedad (Ocegueda y col., 2005).

En México se calcula que son cerca de 4 mil especies que se emplean en la medicina
tradicional y de estas 3,600 se recolectan de manera silvestre, solo 250 cuentan con
estudios farmacoldgicos, 370 son cultivadas en huertos familiares y 35 se consideran

especies amenazadas (Schlaepfer y Mendoza-Espinoza, 2010).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que entre el 65-80 % de los
habitantes de regiones menos desarrolladas emplean las plantas para el cuidado primario
de la salud (Calixto, 2005), algunas de las especies empleadas en medicina tradicional
mexicana pertenecen al género Prosopis (Biblioteca digital de la Medicina tradicional,
2017).

1.1. Importancia del género Prosopis
Los mezquites son de gran interés para el ser humano, debido a que son plantas
abundantes en muchas regiones &ridas y semiaridas de América, algunas veces son el
Unico tipo de vegetacion presente en las zonas (Rzedowski, 1988), esta planta es de gran
importancia econdémica (Rios Saucedo y col, 2013), en la industria maderable, en el sector
alimenticio, asi como en la medicina tradicional, debido a que la mayoria de sus
estructuras (hojas, tallos, flores y frutos) son aptos para su aprovechamiento. El mezquite
a su vez destaca en su papel ecoldgico (Estrada, 1993; Rodriguez Sauceda y col., 2014)

y es considerado uno de los recursos vegetales més (tiles (Cervantes Ramirez, 2006).

1.1.1. Uso maderable
La produccion forestal de la madera de mezquite se emplea para la elaboracion de
utensilios de cocina, construccion de cercas, durmientes y postes, combustible (lefia y

carbon) (Rios Saucedo y col., 2013), muebles, puertas, ventanas, pisos, objetos
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decorativos, (Rodriguez Sauceda y col., 2014), madera aserrada, mangos de herramientas
y hormas para zapatos en escala industrial (CONAFOR, 2018).

1.1.2. Uso alimenticio
Las vainas del mezquite se emplean como fuente de alimento adicional para el ser
humano, debido a que se pueden consumir hervidas, secas o molidas; la harina obtenida
a base de estas se usa para la elaboracion de pan o pinole de mezquite, queso de mezquite,
piloncillo, atole o bebidas fermentadas, como fruta seca, fruta en almibar; asu vez esun
alimento valioso para el ganado, debido a que sus vainas son una fuente rica en nutrientes
(Gallegos-Infante y col., 2013; Rios Saucedo y col., 2013). Las semillas se fermentan para

producir condimentos, mientras que la goma presenta una consistencia suave y sabor
dulce, la cual se usa como dulce para nifios (Gallegos-Infante y col., 2013).

1.1.3. Importancia ecoldgica
El mezquite juega en papel fundamental en el medio ambiente ya que es un excelente
mejorador de suelos debido a que sus hojas depositan un mantillo organico de importancia
considerable, promueve en crecimiento de matorrales previniendo la erosion del suelo y
es un gran fijador de nitrégeno (Rios Saucedo y col., 2013; Lopez Franco y col., 2006),
asi mismo actua como planta nodriza de numerosas especies de roedores y aves (Lopez
Franco y col., 2006; Cervantes Ramirez 2006)

1.1.4. Etnoboténica
En Meéxico se ha reportado el uso etnobotanico de las especies P. juliflora, P. glandulosa
y P. laevigata (Biblioteca digital de la medicina Tradicional Mexicana, 2017) para el
tratamiento de afecciones de los ojos (conjuntivitis), empleando infusiones de algunas
partes de la planta, para ello se muelen los cogollos tiernos y se cuelan en un trapo limpio,
se aplica una gotita de ese jugo en el ojo afectado o bien se machacan los retofiitos con
leche materna (Orozco Villafuerte y col., 2003), contra los célicos de bebés, se utiliza la
corteza de las ramas jovenes hervida en agua o leche y se da a tomar. En el tratamie nto
del salpullido, se dan bafios con el cocimiento de las flores; contra la tos pasmada, la

resina obtenida de la planta se usa a su vez para remediar la tos ferina, la fiebre, el dolor
de muelas, la ronquera y la faringitis.

Para la especie P. laevigata (Figura 1) se reporta en la Biblioteca digital de la Medicina

Tradicional Mexicana que algunas partes del mezquite son empleadas para el tratamie nto
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de los padecimientos del aparato digestivo como son las inflamaciones del tubo digestivo,

males de estomago Yy disenteria.

Figura 1. Arbol de mezquite (Prosopis laevigata)

1.2. Enfermedades gastrointestinales.

A nivel mundial las enfermedades gastrointestinales son la segunda causa de muerte en
nifios menores de cinco afios y ancianos de escasos recursos, ocasionando el deceso de
525 mil nifios (OMS, 2017); estas enfermedades infecciosas son ocasionadas por
bacterias (Escherichia coli, Salmonella spp y Shigella spp), virus (Rotavirus y virus
Norwalk) y paréasitos (Giardia lamblia, Entamoeba histolytica) al ser consumidas
mediante alimentos y agua contaminados con materia fecal (Hernandez Cortez y col.,
2011).

Estas enfermedades se clasifican en cuatro tipos:

e Diarrea acuosa o secretora, caracterizada por evacuaciones intestinales frecuentes,
se contrae mediante la ingestién de Vibrio cholerae y Escherichia coli.

e Diarrea invasiva o disenteria de origen bacteriano o amebiano, es caracterizada
por tener episodios diarreicos que se inician en forma aguda, corresponde a los
casos que se acompafian de sangre en las heces (Hernandez Cortez y col., 2011).

e La disenteria parasitaria 0 amibiasis intestinal, también conocida como colitis
amebiana es provocada por el parasito Entamoeba histolytica o Entamoeba dispar

cuya infeccién se produce tras la ingestion de quistes (Menéndez Bueyes, 2012).




Estudio comparativo de la actividad antibacterianay pe}ﬁ[ cromatogrs’tﬁco de Prosopis /aewgaz‘a de tres zonas distintas

e La disenteria bacilar es una infeccion bacteriana que afecta el intestino grueso y
la porcion distal del intestino delgado caracterizada por presentar diarrea
acompafiada de fiebre, ndusea y algunas veces toxemia, vomito y cdlicos, en los
casos representativos las heces contienen sangre y moco, resultado de la
confluencia de microabscesos causados por los microorganismos invasores, en
muchos casos se presenta la diarrea acuosa como cuadro inicial (Ledn-Ramirez,
2002). Los microorganismos causantes de esta enfermedad son: E. coli
diarreagénicas, Shigella spp. y Salmonella spp. entre otros (Hernandez Cortez y
col., 2011).

1.2.1. Bacterias causantes de la disenteria bacilar.
Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia (Rodriguez-Angeles, 2002). Es una bacteria
habitual del intestino del ser humano y de otros mamiferos, la mayoria de las cepas de
esta bacteria son inofensivas, aungque algunas cepas pueden provocar graves
enfermedades de transmision alimentaria. La infeccion por dicha bacteria se transmite
generalmente por consumo de agua o alimentos contaminados, como productos carnicos

poco cocidos Yy leche cruda (OMS, 2017).

Shigella flexneri es un microorganismo Gram negativo, no encapsulado, anaerobio
facultativo, inmodvil, oxidasa negativa, fermentador de la glucosa (Ledn-Ramirez, 2002),
es un género de bacterias patdgenas que produce en el ser humano la enfermedad
conocida como shigelosis por consumo de alimentos contaminados. Esta bacteria es muy
sensible a condiciones medioambientales y se destruye facilmente. El crecimiento de
Shigella puede ocurrir en circunstancias especiales, como en el caso de alimentos
expuestos a temperaturas altas y humedad relativa baja, durante el almacenamiento o
transporte. Puede sobrevivir en alimentos con pH acido, como algunas frutas y verduras

y alimentos envasados al vacio o con atmdsfera modificada (Elika, 2008).

Salmonella typhi pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram negativo,
no formadora de esporas, anaerobio facultativo, provisto de flagelos y movil (Jurado
Jiménez, 2010), en el ambito mundial, estd asociada con mucha frecuencia a las
enfermedades diarreicas, las cuales continlan siendo una de las causas mas importantes
de morbilidad y mortalidad sobre todo en lactantes, nifios y ancianos. La salmonelosis es

causada por una gran cantidad de especies del género Salmonella. Se caracteriza por uno
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0 més de tres signos (septicemias, enteritis aguda que puede convertirse en cronica). La
enfermedad es vista en todos los animales y ocurre a nivel mundial; S. typhi se adquiere

por via oral al ingerir bebidas y comidas contaminadas, especialmente aves y huevos
(Parra y col., 2002).

1.3. Distribucion geografica de Prosopis laevigata
En Meéxico a Prosopis laevigata (mezquite), es un recurso con amplia distribucion
geogréfica y asi como ecoldgica, llega a crecer en zonas aridas y semidridas (Rodriguez
Sauceda, 2014). Se localiza en el centro y sur del pais, principalmente en los estados de
Guerreo, Querétaro, Estado de México, Michoacan, Morelos, Puebla, Veracruz, Oaxaca,
Hidalgo, San Luis Potosi, Nuevo Leon, Aguascalientes, Durango, Guanajuato, Jalisco y
Zacatecas (Figura 1) (Instituto Nacional de Ecologia, 2016), se agrupa en poblaciones

que son conocidas como mezquiteras 0 mezquitales (Rios Saucedo y col., 2013).

——————

Belice

Figura 2. Distribucion geogréfica de Prosopis laevigata en México.
Tomadode INEGI2018.

1.4. Descripcién botanica
Prosopis laevigata crece en zonas con lluvias menores a los 100 mm anuales, soporta
temperaturas méximas superiores a 40 °C (Burkart, 1976), es un arbol espinoso perenne
que llega a medir hasta 10 m de altura, provisto de una raiz principal que puede medir
hasta 50 m de profundidad Y sus raices laterales se extienden a aproximadamente un radio
de 15 m, presenta un tronco lefioso, de corteza oscura 0 negruzca, con ramas flexuosas,
formando una copa esférica, con hojas compuestas, bipinnadas, con 12 o 15 pares de

foliolos oblongos o lineares que van de cinco a 10 mm de largo, este arbol florece en los

S
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meses de febrero-mayo; sus flores estan agrupadas en racimos en forma de espiga
mostrandose de color amarillo verdoso, presenta frutos en forma de vainas o legumbres
alargadas que miden deentre 15 a 30 cm con tonalidades de color paja o rojizo violaceo,
el mesocarpio contiene una pulpa gruesa y esponjosa de sabor dulce y contiene de 12 a
20 semillas. El periodo de fructificacion comprende los meses de mayo-agosto y se
cosecha entre agosto-octubre. Las semillas son de forma oblonga o aplastada con colores

que varian de café claro a oscuro (Cervantes Ramirez, 2006).

2. ANTECEDENTES
Las leguminosas son una de las familias mas importantes dentro de las angiospermas
debido a su distribucién cosmopolita y son una fuente de alimentacién a nivel mundial,
sus metabolitos secundarios presentan actividades estrogénica, antioxidante, alelopética,

antimicrobiana, insecticida, antinflamatoria, antialérgica y anticolesterolémica (Taisma,
2017).

2.1. Aspectos fitoquimicos de Prosopis laevigata
El mezquite contiene una gran variedad de metabolitos secundarios, derivados de
numerosas rutas de biosintesis a través de las cuales se sintetizan y acumulan en los
Organos de las plantas (Zamacona Montafiez y Castro Duran, 2010), estos compuestos se
producen como mecanismos de defensa contra patdgenos, animales herbivoros o para

atraer insectos polinizadores (Ardoino y col., 2013).

En estudios de la especie P. laevigata se muestra la presencia de compuestos
polifendlicos, alcaloides, saponinas, aminoacidos y carbohidratos (Zamacona Montafiez
y Castro Duran, 2010; Hernandez Marin, 2015; Matta y col., 2017). La fraccion polar
obtenida del extracto acetonico de las hojas de P. laevigata presentd actividad
antioxidante, asimismo, el perfil cromatografico obtenido mediante HPLC permitié
identificar, al acido gélico, catequina, galocatequina, galato de epicatequina, rutina y
luteolina, compuestos de tipo polifendlico, que pueden explicar la actividad antioxidante
de las hojas del mezquite (Garcia-Andrade y col., 2013).

Oduol y col. (1986) reportan que las vainas de mezquite tienen proteinas en
concentraciones que varian de 9 a 17%, dependiendo de la especie, mientras que el
contenido de azlcares varia de 15 a 40%. Goycolea y col. (2001) reportan que la goma

de la corteza del mezquite tiene un polisacarido de la familia de los galactomananos,
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gomas que se emplean en la industria alimenticia en las areas de carnicos y helados como
espesante o gelificante (Alzate Tamayo y col., 2008).

2.2. Antecedentes farmacologicos de Prosopis laevigata
En investigaciones previas se demostrd que el extracto n-hexanico de las hojas redujo el
numero de parasitos en gerbos (Trejo Espino y col., 2010). El extracto metanolico de
hojas también inhibid el crecimiento de Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus

y Pseudomonas aeruginosa con un rango de concentraciones minimas inhibitorias (MIC)
gue van desde 0.7 a 10.2 mg/mL (Hernandez Marin, 2015).

Los extractos hexanicos de tallos y hojas inhibieron el crecimiento de S. aureus (MIC de
0.5 mg/mL) y Streptococccus faecalis (MIC de 8 mg/mL), mientras que el extracto
acetonico de hojas, inhibié el crecimiento de S. aureus (MIC de 4 mg/mL), S. faecalis
(MIC de 8 mg/mL) y Proteus mirabilis (MIC de 8 mg/mL), en tanto que, el extracto
metanolico de tallos y hojas afectd el crecimiento de S. aureus (MIC de 4 mg/mL)
(Salinas Sanchez y col., 2009).
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3. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales se emplean de manera empirica en la medicina tradicional de
diferentes paises para el tratamiento de diversas enfermedades de etiologia infecciosa y
de ahi la importancia de sustentar sus usos medicinales, siendo P. laevigata una de las
especies empleadas en México.

Mediante el analisis cromatografico (HPLC) de las hojas de P. laevigata se identificaron
compuestos de tipo fendlico a los cuales se les adjudicé la actividad antioxidante, y es

posible que este tipo de compuestos se encuentren presentes en otras partes de la planta.

4. HIPOTESIS
Los extractos metandlicos Y sus fracciones obtenidas de tallos de P. laevigata colectados
en diferentes zonas del pais contienen compuestos que presentan actividades

antibacteriana y antioxidante.
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5. OBJETIVOS

5.1. General
Fraccionar los extractos metandlicos de tallos de Prosopis laevigata procedentes de tres
zonas del pais y evaluar las actividades antibacterianas, antioxidante, asi como obtener el

perfil cromatografico.

5.2. Particulares

e Recolectar las plantas y autenticar el material vegetal procedente de tres zonas del
pais.

e Obtener y fraccionar los extractos metanodlicos de los tallos de las plantas,
empleando un sistema de pH y un solvente de polaridad intermedia.

e FEvaluar la actividad antibacteriana de los extractos completos y las fracciones
contra Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella typhi (ATCC 6539) y Shigella
flexneri (ATCC 29003).

e Cuantificar los polifenoles y flavonoides totales y evaluar la actividad
antioxidante de los extractos completos y las fracciones.

e Obtener el perfil cromatografico de los extractos completos v las fracciones &cidas

e identificar al menos uno de los compuestos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Disefio experimental
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6.2. Obtencion del material vegetal.
Para la obtencion del material vegetal se tomd en cuenta la fecha de floracidén, asi como
la distribucion ecoldgica de los ejemplares (Palacios Romero y col., 2016). EI material
vegetal se colectd en los municipios de: San Francisco el Grande, Oaxaca; La Lima,

Tantoyuca, Veracruz y La Vega, Cardonal, Hidalgo.

6.2.1. Autenticacion del material vegetal
Una vez colectado el material vegetal (con flores, hojas, frutos y tallos) se trasladé al
herbario Metropolitano Ramon Riba de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad
Iztapalapa, en donde se prepar0 para su preservacion, se prensd y secO para, Sser

identificado con base a criterios boténicos (Palacios, 2006).

o 2N 7 <
i ( e

Figura 3. Criterios botanicos para la clasificacion delmezquite. Tomado de Palacios (2006).

6.3. Preparacion de extractos metanolicos.
El material (tallos y hojas) se limpio, separo y se colocé en bolsas de papel para protegerlo
del polvo durante el proceso de secado, posteriormente los tallos secos se trituraron y

guardaron en frascos de vidrio hasta su uso.

Los extractos se obtuvieron por maceracion con metanol durante 72 horas, en condiciones
de obscuridad a temperatura ambiente, y el material extraido se filtr6 empleando papel
fitro Whatman No. 4; auna porcion del filtrado se le determinG la presencia de alcaloides
(Maldoni, 1991) y el material vegetal residual se macerdé nuevamente con metanol en las
condiciones previamente descritas. ElI proceso se repiti6 hasta que el fitrado

correspondiente dio negativo para la prueba de alcaloides. Los filtrados obtenidos se

un
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mezclaron y el metanol se elimind con un rotoevaporador (BUCHI) para obtener asi los

extractos metandlicos de tallo.

6.3.1. Deteccion de alcaloides.
Se tomd una porcion del extracto (3.0 mL) y se elimind el metanol (en bafio de agua),
posteriormente se disolvio con 20 mL de &cido clorhidrico al 5.0 % v/v, se filtré (papel
Whatman No. 4) y dividio en tres tubos de ensayo. Al tubo 1 se le agregd 3 gotas del

reactivo de Mayer, al tubo 2, tres gotas del reactivo de Drangendorff y al tercer tubo no
se le agregd ninguno de los reactivos (Maldoni, 1991).

Los alcaloides precipitan con los metales presentes en los reactivos previamente
mencionados, por lo que la formacion de un precipitado o turbidez indica la presencia de
alcaloides (Rios, 2013).

6.4. Obtencion de las fracciones.

Cada uno de los extractos se disolvieron en acido tartarico al 2.0% p/v, la solucion se
filtrd (con papel Whatman del No.4) y se macer6 en un embudo de separacion con acetato
de etilo (AcOEt) durante 24 horas. Se obtuvieron tres fases (la fase organica pH 5.0, una
emulsion y la fase acuosa). La emulsion se tratd con etanol dando como resultado la
formacion de un precipitado y dos fases, el proceso se repitié hasta que la emulsion no se
formé. A la fase acuosa se le ajustd el pH a 10.0 con carbonato de sodio (Na2CO3) al 10%
y posteriormente se macer0 con acetato de etilo, obteniéndose la fase organica (fraccion
de acetato deetilo pH 10.0) y la fase acuosa. Las fracciones organicas (pH 5.0y pH 10.0)
se concentraron por rotoevaporacion (el precipitado y las dos fracciones se guardaron

para su posterior analisis).

6.5. Evaluacion de la actividad antibacteriana.
Se cuantificé la actividad antimicrobiana de los extractos completos y sus fracciones
contra las cepas Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella typhi (ATCC 6539) y
Shigella flexneri (ATCC 29003), determinando la MIC mediante la técnica de diluciones
modificada por Sarker y col. (2007) en placas estériles de 96 pozos y resazurina como
indicador de viabilidad.

Los extractos, fracciones y compuestos a evaluar se diluyeron inicialmente en
Dimetilsulféxido (DMSO) a la concentracion de 13.33 mg/mL y 10.0 mg/mL en DMSO

al 100%. Previo a la prueba cada muestra se diluyd nuevamente (1:10) con agua destilada

e
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estéril y de ésta Ultima se colocaron 100 uL en cada pozo de la fila A (cada extracto o
fraccién se coloco por triplicado), y se realizaron diluciones dobles consecutivas
utilizando como disolvente Solucion Salina Fisioldgica (SSF), quedando en cada pozo de
la placa 50 pL de las diluciones. Los controles empleados se colocaron, en las columnas
10 (DMSO al 10%), 11 (agua destilada esteril) y 12 (mezcla de antibioticos (10 000
Unidades de penicilina/mL y 10 mg de estreptomicina/mL) de la fila A, de las placas.
Después se adicion6 10 pL dela suspension de bacterias viables (4x108 UFC/mL), 10 pL
de resazurina sodica (0.675% p/v en agua) y 30 pL de caldo Miieller-Hinton 3x como
medio de cultivo. Este procedimiento se realizé bajo estrictas condiciones de esterilidad.
Las placas se incubaron a 37° C/ 24 horas y finalmente se determind la Concentracidon
Minima Inhibitoria (MIC). La concentracion minima inhibitoria es aquella a la cual la

resazurina permanece de color azul (Vega-Avila y col., 2012).

6.6. Cuantificacion de polifenoles totales.
Se determinaron los compuestos polifendlicos empleando el reactivo de Folin-Ciocalte u,
dicho reactivo contiene acido fosfomolibdico/fosfotingstico, en el cual, el Mo (VI), de
color amarillo, es reducido a Mo (V) por los compuestos fenélicos en un medio basico,

dando un complejo de color azul intenso, que absorbe a 760 nm (Skerget y col., 2005).

El contenido de polifenoles totales se cuantificO en los extractos y las fracciones

realizando modificaciones a la técnica reportada por Shohael y col. (2002).

Se colocaron en una serie de tubos cantidades diferentes de &cido gélico (4, 8, 12,16y
20 ), y en otra serie de tubos se pusieron 50 L de extractos, fracciones y precipitados
(5 mg/mL). Después se adiciond 200 pL de agua destilada y 250 plL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (1N), se dejé reposar durante cinco minutos y posteriormente se agregd 1250
pL de carbonato de sodio (Na2COz)al 20 % y se agreg6é agua destilada hasta un volumen
final de 2.0 mL. Se agitaron los tubos y se dejaron reposar durante dos horas a temperatura
ambiente, en condiciones de obscuridad, posteriormente se midi6 la absorbancia a 760
nm, empleando como blanco una mezcla que contenia todos los reactivos con excepcién
del &cido galico o muestra problema. Se grafico la absorbancia contra los microgramos
de acido galico y mediante analisis de regresion lineal se obtuvo la ecuacion de la recta
(y=111.87x + 4.3612) y el coeficiente de regresion lineal (R?= 0.9569). Dicha ecuacién
se empled para calcular la concentracion de polifenoles totales (Cuadro 5). El contenido

total se expresa como mg equivalentes de &cido galico/100 mg de muestra. Esta

5
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determinacion se realizd por triplicado y se reporta el valor medio * la desviacion

estandar.

6.7. Cuantificacion de flavonoides totales
El contenido de flavonoides totales se cuantifico6 en los extractos y las fracciones

realizando modificaciones a la técnica reportada por Wolfe y col. (2003).

Se colocaron en una serie de tubos cantidades diferentes de catequina (4, 8,12, 16 y 20
Lg), Y en otra serie de tubos se pusieron 50 pL de extractos, fracciones Yy precipitados (5
mg/mL). Posteriormente se adiciond 1600 pL de agua destilada y 75 pL de nitrito de
sodio al 5% (NaNO32), después de seis minutos se agregd 150 pL de cloruro de aluminio
al 10 % (AICls) y se dejo reposar cinco minutos, y después de ese tiempo se adiciond 500
pL de hidroxido de sodio 1M (NaOH), y la mezcla se llevd a 2.5 mL con agua destilada.
Posteriormente se midié la absorbancia a 510 nm, empleando como blanco una mezcla
que contenia todos los reactivos con excepcion de la catequina 0 muestra problema. Se
graficd la absorbancia contra los microgramos de catequina y mediante analisis de
regresion lineal se obtuvo la ecuacion de la recta (y = 0.0252x + 0.0002) y el coeficie nte
de regresion lineal (R?=0.9959). Dicha ecuacion se empled para calcular la concentracion
de flavonoides totales (Cuadro 5). El contenido total se expresa como mg equivalentes de
catequina/100 mg de muestra. Esta determinacién se realizd por triplicado y se reporta el

valor medio * la desviacion estandar.

6.8. Evaluacion de la actividad antioxidante.
El DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es un radical que tiene un electron desapareado,
dicho radical presenta un color violeta que absorbe a 517 nm. Cuando la solucién de
DPPHO reacciona con el sustrato antioxidante, que dona un atomo de hidrogeno, el color
violeta cambia a color amarillo, el cual es monitoreado espectrofotométricamente y se

utiliza para la determinacion de las propiedades antioxidantes (Kedare y col., 2011).

4
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*N-N(CgHs); NH-N(CgHs),

oM NO, o N0,

Antioxidante

NO: NO;

2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) 2,2-difenil- 1-picrilhidrazina (DPPH-H)
(violeta) (amarillo)

Figura 4.Reaccion quimica entre el radical DPPH? y la especie antioxidante.
Tomada de Toro G. y col., 2011.

Para determinar la actividad antioxidante se emple6 el método propuesto por Brand-
Williams y col. (1995) con algunas modificaciones. Se realizd una serie de diluciones en
metanol de los extractos y fracciones probadas y se colocaron en tubos de ensaye 250 L
de las muestras con 2250 pL de la disolucion de DPPH® (2.0 mg/100 mL). Las
concentraciones finales de los extractos y las fracciones fueron de 250 a 3 pg/mL. Se
emplearon como blancos una mezcla 250 pL del extracto o fraccion y 2250 pL de
metanol, asi como, una mezcla de 2250 pL. de DPPH® y 250 pL de metanol. Los tubos se
protegieron de la luz y se leyd la absorbancia a 517 nm del extracto metandlico y la
fraccién organica a pH 10.0 de Veracruz (a los tiempos de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 minutos),
a la concentracion de 250 pg/mL. Los resultados obtenidos estan en la Gréfica 1, en ella
se muestra la cinética de la reduccidén del radical DPPH®, en donde se observa que la
reaccién se estabiliza a los 30 minutos, por lo que la determinacién de la actividad

antioxidante de todas las muestras se efectud a ese tiempo.

Los datos obtenidos se procesaron para obtener el porcentaje de reduccion del radical

DPPH® (ecuacion 1) y después se graficd el porcentaje de reduccion contra la

concentracion y se realizd un analisis de regresion lineal y la ecuacién obtenida se empled
para obtener la concentracion a la cual se inhibe el 50% del ion DPPH® (Clso) en pg/mL.

El 4cido galico se emple6 como control positivo de la actividad antioxidante. Este estudio

se realizd por duplicado.

% de inhibicién = (A DPPH — (Am — Ab)/A DPPH)* 100 (Ecuacion 1)

5
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Donde:
Am es la absorbancia de la mezcla
Ab es la absorbancia del blanco

A DPPH es la absorbancia de DPPH

6.9. Analisis cromatografico (HPLC)
La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es una técnica que se utiliza para
separar los componentes de una mezcla. El sistema cromatografico consiste en una fase
estacionaria y una fase movil. Los componentes de la solucién eluyen de acuerdo con las
interacciones de los compuestos con la fase estacionaria y con la fase mévil. Estas
interacciones determinan la separacion de los contenidos en la muestra (Soledispa
Cafiarte y col., 2017).

6.9.1. Preparacion de muestras y estandares analizados
Previo al anélisis por HPLC, las muestras Yy los estandares se disolvieron en reactivos
grado HPLC. Las concentraciones empleadas para los estandares fueron de 0.070 mg/mL
(&cido galico), 0.10 mg/mL (&cido clorogénico, quercetina y rutina) y 0.18 mg/mL (&cido
protocatéquico y catequina). La concentracion de las muestras fue de 1.0 mg/mL.
Posteriormente los estdndares y las muestras se filtraron en membranas de nylon de 0.45

um y se recolectaron en viales de vidrio de 1 mL.

6.9.2. Condiciones para elanalisis cromatografico

El anélisis se realizd en un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC)
WATERS® 600, acoplado a un detector de arreglo de Diodos 2996 e inyector automatico
717 plus y se empled una columna Fortis Cis de dimensiones 150 x 4.6 mm y 5 pm de
tamafio de particula. El horno se mantuvo a 35 °C durante todo el analisis. Se obtuvieron
los espectros de absorcion de los compuestos separados en un intervalo de 200-500 nm.
El volumen de inyeccion fue de 10 puL. Para la separacion se empleé un sistema de
gradiente que consider6 como fase “A” agua acidulada con acido fosférico a un pH de
2.5. Para la fase “B” se empled acetonitrilo grado HPLC. La programacion del gradiente
se describe en el Cuadro 1:

6



Estudio comparativo de la actividad antibacteriamy pe}fl[ cromatogvs’tﬁco de Prosopis /aewgafa de tres zonas distintas

Cuadro 1. Gradiente de separacion

TIEMPO Flujo A B
(MINUTOS) (mL/min) (%) (%)
0 0.8 100 0
10 0.8 85 15
15 0.8 80 20
25 0.8 100 0
40 0.8 100 0
6.10. Analisis estadistico

La concentracion de los polifenoles, flavonoides, asi como la actividad antioxidante se

obtuvieron mediante un andlisis de regresion lineal utilizando el programa Excel®.

El efecto de los extractos y sus fracciones sobre las bacterias (E. coli, S. typhiy S. flexneri)
se determind empleando las pruebas, “U de Mann-Whitney y Wilcoxon Rank-Sum”
mediante el programa NCSS. Los valores fueron considerados estadisticame nte

significativos cuando p < 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1.0btencién de los extractos ricos en alcaloides

Las pruebas realizadas en los extractos metandlicos con los reactivos para detectar
alcaloides (Drangendorff y Mayer) fueron positivas, la presencia de este metabolito se
observa en el Cuadro 2. Se form6 mas precipitado en los extractos que tienen mayor
nimero de signos positivos, Yy el extracto metandlico proveniente del tallo de mezquite de
Oaxaca presentd mayor contenido de alcaloides en tanto que los extractos obtenidos del
material colectado en los estados de Hidalgo y Veracruz, mostraron cantidades similares

de alcaloides.

Cuadro 2. Presencia de alcaloides en los extractos metandlicos de tallos de Prosopis

laevigata
Alcaloides
Lugar de colecta Muestra
Drangendorff Mayer
Oaxaca Extracto metandlico +++ +++
Hidalgo Extracto metandlico ++ ++
Veracruz Extracto metandlico A A
+++ abundante

7.1.1. Obtencion de las fracciones
Durante el fraccionamiento de los extractos metandlicos ricos en alcaloides, se obtuvieron
las fracciones organicas a pH 5.0, precipitados a pH 5.0 y las fracciones organicas a pH
10.0.
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7.2. Actividad antibacteriana de los extractos, fracciones y precipitados de tallo
de Prosopis laevigata.
Los valores de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC), obtenidos de los

extractos, fracciones Yy precipitados de tallo sobre las tres cepas bacterias (E. coli, S. typhi

y S. flexneri) probadas se reportan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Concentracién Minima Inhibitoria (mg/ml) de los extractos y fracciones de
tallos de Prosopis laevigata sobre microorganismos causantes de infecciones intestinales

Lugar de » o . . .
Extracto/fraccion/precipitado E. coli S. typhi S. flexneri
colecta
Extracto metandlico 0.618 + 0.125 0.582 +0.154 0.499 * 0.231%
o Fraccion organicaa pH5 0.555 + 0.166 0.666 + 0.000 NA
axaca
Precipitado a pH 5 0.666 +0.000* 0.499 £ 0.231 0.375 £ 0.171*
Fraccién organica a pH 10 0.666 + 0.000 0.499 + 0.231 NA
Extracto metandlico NA NA 0.5 £ 0.00
. Fraccion organicaa pH5 NA 0.666 * 0.000* 0.375 £ 0.171*
idalgo
Precipitado a pH 5 0.618 £+ 0.125 0.666 + 0.000 NA
Fraccién organica a pH 10 NA 0.666 + 0.000 NA
Extracto metandlico 0.618 + 0.125 0.618 + 0.125 0.500 + 0.000
Fraccion organicaa pH5 NA 0.536 +0.200 NA
Veracruz
Precipitado a pH 5 NA NA 0.291 + 0.191**&
Fraccién organica a pH 10 0.555 + 0.166 NA 0.500 + 0.000**

NA = No activo a las concentraciones probadas, n=9; * p=0.045; ** p=0.039, & p=0.021

Efecto de los extractos y fracciones sobre E. coli.

Los extractos metandlicos obtenidos de los tallos de mezquite, colectados en Oaxaca y
Veracruz con un MIC de 0.618 + 0.125 mg/mL y sus fracciones organicas a pH 10.0
presentaron actividad antibacteriana con un MIC de 0.666 + 0.000 y 0.555 + 0.166,
mg/mL, respectivamente. Este efecto también se observo en los precipitados obtenidos a
pH 5.0 del material colectado en Oaxaca (MIC de 0.666 + 0.000 mg/mL) e Hidalgo (MIC
de 0.618 + 0.125 mg/mL).

Sin embargo, el extracto metandlico de Hidalgo y sus fracciones organicas obtenidas a
pH 5.0 y 10.0 y el precipitado obtenido a pH 5.0 del material colectado en Veracruz no

afectaron el crecimiento de esta bacteria a las concentraciones empleadas en este estudio.
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Efecto de los extractos y fracciones sobre S. typhi.

Los extractos metandlicos de los tallos de mezquite colectadas en Oaxaca y Veracruz y
sus fracciones organicas obtenidas a pH 5.0 presentaron actividad antibacteriana, con
MIC de 0.582 + 0.154, 0.618 + 0.125, 0.666 + 0.00 y 0.536 = 0.200 pg/mL,
respectivamente. Con respecto al material colectado en Hidalgo, las fracciones organicas
obtenidas a pH 5.0 y 10.0 y el precipitado afectaron el crecimiento de esta bacteria con
un MIC de 0.666 + 0.00 mg/mL. A pesar de que el precipitado y la fraccion organica a
pH 10.0, obtenidos del extracto metandlico del material colectado en Oaxaca, presentaron
un valor menor de MIC (0.499 + 0.23 mg/mL), el anélisis estadistico indicd que no hubo
diferencia significativa (p > 0.05) con respecto al valor de MIC méas alto (0.666+0.00
mg/mL.).

El extracto metandlico del material proveniente de Hidalgo, asi como el precipitado y la
fraccion organica a pH 10.0 obtenidos del extracto metanolico de Veracruz, no
presentaron actividad contra esta bacteria, a la concentracion maxima probada
(0.666+0.00 mg/mL).

Efecto de los extractos y fracciones sobre S. flexneri.

Los extractos metanolicos de los tallos de mezquite colectados en Hidalgo y Veracruz,
asi como la fraccion organica a pH 10.0 del material de Veracruz presentaron actividad
antibacteriana con un MIC de 0.5 £0.00 mg/mL. Para el extracto metandlico del material
de Oaxaca se obtuvo un MIC de 0.499 + 0.23 mg/mL. El analisis estadistico indic6 que
no hay diferencia significativa entre estos valores (p > 0.05).

Con respecto al precipitado a pH de 5.0 del material colectado en Oaxaca y la fraccion
organica apH 5.0 del material vegetal de Hidalgo afectaron el crecimiento de esta bacteria
con un MIC de 0.375 £ 0.17 mg/mL. EIl andlisis estadistico indicd que hay diferencia
significativa (p=0.039) con respecto al MIC del extracto metandlico de Hidalgo.

El precipitado a pH 5.0 del material colectado en Veracruz presentd un valor menor de
MIC (0.291 £ 0.19 mg/mL), el andlisis estadistico indicO que existe diferencia
significativa con respecto al extracto metandlico completo de Veracruz (p=0.039) y la
fraccion organica a pH 5.0 de Hidalgo y el precipitado a pH 5.0 de Oaxaca (p= 0.021) y

el extracto metandlico de Oaxaca (p < 0.05).
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Las fracciones organicas a pH 5.0y 10.0 del material colectado en Oaxaca, el precipitado
apH 5.0y la fraccion organica a pH 10.0 del material colectado en Hidalgo y la fraccion

organica a pH 5.0 de Veracruz no presentaron actividad contra esta bacteria.

7.3. Cuantificacion de polifenoles totales y flavonoides totales
En el Cuadro 4 se observa el contenido de polifenoles totales (PT) y de flavonoides totales
(FT) de los extractos metanolicos, fracciones organicas Yy precipitados obtenidos de los
tallos de mezquite.
Cuadro 4. Cuantificacion de compuestos polifendlicos y flavonoides en los extractos y

fracciones de tallo de Prosopis laevigata

POLIFENOLES FLAVONOIDES
Lugar de colecta Extracto/fraccién/precipitado mg EAG/ 100 mg de mg EC/ 100 mg de

muestra muestra

Extracto metanolico 2.55 £ 047 145 £0.01

Oaxaca Fraccion organica pH 5 3.35 +£0.06 1.30 £0.49
Precipitado a pH 5 7.78 £1.73 ND

Extracto metandlico 2.88 £0.32 170 £0.37

Hidalgo Fraccion orgénica pH 5 3.67 £0.00 3.07 £0.06
Precipitado a pH5 3.85 +£0.06 ND

Extracto metandlico 6.25 £0.70 322 £0.01

\eracruz Fraccidn organica pH 5 297 £0.38 1.39 £0.12

Precipitado a pH5 9.40 +£1.37 1.07 £0.15

EAG= equivalentes de acido galico; EC= equivalentes de catequina; ND = No determinado

Los extractos metanolicos de los tallos de mezquite colectados en los estados de Oaxaca
e Hidalgo presentaron valores cercanos de PT (2.55 £0.47 y 2.88 + 0.32 mg EAG / 100
mg de muestra, respectivamente), mientras que el extracto metandlico de los tallos de
mezquite colectados en Veracruz presentd la cantidad mayor de PT (6.25 £ 0.70 mg EAG
/ 100 mg de muestra).

Con respecto a las fracciones organicas a pH 5.0 del material colectado en los estados de
Oaxaca, Hidalgo y Veracruz, la cantidad de PT fueron de 3.35 = 0.06, 3.67 £0.00 y 2.97
+ 0.38 mg EAG / 100 mg de muestra, respectivamente.

El contenido de PT en los precipitados de Oaxaca, Hidalgo y Veracruz fueron de 7.78 +
1.73, 3.85 £ 0.06, 9.40 = 1.37, respectivamente
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Con respecto a los FT se observa que, el extracto metandlico del material colectado en
Veracruz (3.22 £0.01 mg EC/100 mg de muestra) y la fraccion organica a pH 5.0 procede

dente del material de Hidalgo (3.07 = 0.06 mg EC / 100 mg de muestra) presentaron la
mayor cantidad de flavonoides.

7.4. Actividad antioxidante
En la Gréfica 1, se presenta la cinética de la reaccion entre el radical DPPH° y dos de las
muestras analizadas a las concentraciones de 250 a 3 pg/mL, donde se observa que la
reaccion se estabiliza a los treinta minutos, razon por la cual se utilizd este tiempo para

evaluar el efecto antioxidante de los extractos y fracciones.

Grafica 1. Cinéticade lareaccion del radical DPPH con
muestras de Prosopis laevigata procedente de Veracruz.
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En el Cuadro 5 se muestra la Concentracion Inhibitoria 50 (ICso) al tiempo de 30 minutos.

Cuadro 5. Actividad antioxidante (ug/ml) de los extractos y fracciones de tallo de
Prosopis laevigata obtenida a 30 minutos

. . Clso
Lugar de colecta Control/extracto/fraccidn/precipitado
’ Precw (hg/mL)
ACIDO GALICO 041
Extracto metanolico 27.33
Fraccion orgénica de tallo apH 5 131.21
Oaxaca
precipitado pH 5.0 17.50
Fraccién organica a pH 10 NA
Extracto metandlico 23.28
Fraccion orgénica de tallo apH 5 7.21
Hidalgo .
precipitado pH 5.0 13.09
Fraccién organica a pH 10 68.16
Extracto metanélico 37.38
Fraccion organica de tallo apH 5 29.58
Veracruz precipitado pH 5.0 20.00
Fraccion orgéanica a pH 10 174.54

NA = No activo a las concentraciones probadas

Con respecto a los extractos metandlicos, el extracto de Hidalgo (Clso=23.80 pg/mL)
presentd mejor actividad antioxidante que los extractos de Oaxaca (Clso=27.33 pg/mL)
y Veracruz (Clso=37.38 pg/mL).

Las fracciones 4cidas obtenidas del tallo de Veracruz presentaron la mejor actividad
antioxidante, siendo la fraccién organica a pH 5.0 la més bioactiva. También la fraccidn
acida de Oaxaca (precipitado a pH 5.0) y de Veracruz (precipitado a pH 5.0) inhibieron
el 50% del radical DPPHC a concentraciones acidas.

Las fracciones obtenidas a pH 10.0 presentaron menor actividad antioxidante que los
extractos metandlicos vy las fracciones &cidas correspondientes.

Sin embargo, la actividad antioxidante de las fracciones acidas fue menor que la del acido

galico (Clso=0.41 pg/mL), compuesto que se uso como referencia.
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7.5. Andlisis cromatogréfico

El andlisis de compuestos polifendlicos se llevo a cabo empleando un cromatografo de
liquidos de alta resolucién (HPLC). Bajo las condiciones cromatografias sefialas en el
apartado 6.9.2, se obtuvieron los cromatogramas de las muestras analizadas a una
longitud de 280 nm, que esta reportada para la cuantificacion de polifenoles (Molina
Quijada y col., 2010).

A partir de los cromatogramas obtenidos, se seleccionaron los picos correspondientes a
los tiempos de retencion (tr) similares o cercanos a los determinados experimentalme nte
para los estandares individuales. Una vez seleccionados, se procedid a realizar la
extraccion de los espectros de absorcion, para corroborar la identificacion de los
polifenoles. En las figuras 5, 6,7,8y 9, se presentan los espectros de absorcion obtenidos
experimentalmente para la quercetina, acido galico, &cido clorogénico, rutina, vy
catequina. Para realizar la identificacion de los polifenoles en las muestras analizadas, es
necesario que el tr y el espectro de absorcion sean iguales a las determinadas en los

estandares analizados.
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Figura 5. Espectro de absorcion del estandar de quercetina. t,=5.398 minutos.
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Figura 8. Espectro de absorcion del estandar de rutina. t, = 22.241 minutos.
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Figura 9. Espectro de absorcion del estandar de catequina. t. = 22.438 minutos.
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7.5.1. Espectros de las muestras analizadas
A partir de los cromatogramas obtenidos para cada muestra analizada, se buscaron e

identificaron los picos que coincidieran en try espectro de absorcion de los estdndares
analizados.

Analisis cromatografico de los precipitados a pH 5.0

En las Figuras 10, 11,12, 13, 14 y 15 se muestran los cromatogramas de elucion y los
espectros de absorcion identificados de los precipitados obtenidos del material de Oaxaca,

Hidalgo y Veracruz, que corresponden a los tiempos de retencion de los estandares

analizados.
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Figura 10. Cromatograma del precipitado del material de mezquite de Oaxaca.
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Figura 11. Espectro de absorcion correspondiente a un tr de 22.193 minutos. Precipitado a pH5.0 del mezquite de
Oaxaca.

74



Estudio comparativo de la actividad antibacteriamy pe}ﬁ[ cromatogvs’tﬁco de Prosopis /aewgaz‘a de tres zonas distintas

0,040

15

0,035 q
0030
0025]

= 00204
005
0010

0.005

0.000

—— T T T T T T T T T
4.00 20.00 2200 24.00 26.00 2600 3000 32.00 34.00 36.00
Minutes

— L I L e o s e e o
0.00 1000 1200 1400 4600 1800

Figura 12. Cromatograma de elucion del precipitado a pH5.0 del mezquite de Hidalgo.
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Figura 13. Espectro de absorcion correspondiente a un t, de 22.514 minutos. Precipitado apH5.0del

material de Hidalgo.
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Figura 14. Cromatograma del precipitadoa pH5.0del materialde Veracruz.
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Figura 15. Espectro de absorcion correspondiente a un trde 22.217 minutos. Precipitado a pH5.0del
mezquite de Veracruz.
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Anélisis cromatogréafico de las fracciones organicas a pH 5.0

En las Figuras 16, 17,18 y 19 se muestran los cromatogramas de elucion y los espectros
de absorcion que corresponden a los tiempos de retencion cercanos o iguales a los
estandares analizados. Estos resultados corresponden a las fracciones organicas pH 5.0

de Oaxaca e Hidalgo.
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Figura 16. Cromatogramade lafracciéna pH5.0del mezquite de Oaxaca.
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Figura 17. Espectro de absorcion correspondiente a un t, de 21.556 minutos. Fracciona pH 5.0 del mezquite de
Oaxaca.
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Figura 18. Cromatograma de la fraccion organicaa pH 5.0 del mezquite de Hidalgo.
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Figura 19. Espectro de absorcién correspondiente a un trde 22.614 minutos. Fracciona pH 5.0 del mezquite de
Hidalgo
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Andlisis cromatografico de los extractos metandlicos

En las Figuras 20, 21, 22 y 23 se muestran los cromatogramas de elucion y los espectros

de absorcion cercanos o iguales a los tiempos de retencion de los estandares analizados
Estos resultados corresponden a los extractos metanolicos de Veracruz e Hidalgo.
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Figura 20. Cromatograma del extracto metandlico delmezquite de Veracruz
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Figura 21. Espectro de absorcidn correspondiente a un tr de 22.408 minutos. Extracto metandlico del mezquite de
Veracruz.
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Figura 22. Cromatograma del extracto metandlico delmezquite de Hidalgo.
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Figura 23. Espectro de absorcién correspondiente a un t,de 22.758 minutos. Extracto metandlico de Hidalgo.

De los cromatogramas obtenidos de las muestras analizadas mediante el HPLC, se
observa que hay una similitud entre el espectro del estandar de catequina con algunos de
los espectros obtenidos en las muestras de los precipitados a pH de 5.0 obtenidos de los
tallos de mezquite de Oaxaca, Veracruz e Hidalgo, asi como en las fracciones a pH 5.0
de los tallos de mezquite de Oaxaca e Hidalgo y en los extractos metandlicos de los tallos

de mezquite de Veracruz e Hidalgo.
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7.5.2. Concentracion de catequina

En el Cuadro 6 se observa el porciento de catequina presente en las muestras analizadas
por medio de HPLC.

Cuadro 6. Porcentaje de catequinaen las muestras analizadas

Muestra % de catequina

Precipitado a pH 5.0 de tallo de Mezquite de Oaxaca 0.77 £ 0.25
Precipitado a pH 5.0 de tallo de Mezquite de Hidalgo 0.74 £0.16
Precipitado a pH 5.0 de tallo de Mezquite de Veracruz 0.65+0.18
Fraccion organica a pH 5.0 del tallo de mezquite de Oaxaca 0.50 £ 0.02
Fraccion organica a pH 5.0 del tallo de mezquite de Hidalgo 0.86 £ 0.01
Extracto metandlico del tallo de mezquite de Hidalgo 0.70+£0.24
Extracto metandlico de tallo de Mezquite de Veracruz 0.74 £ 0.06

Del analisis cromatografico (HPLC) de los extractos metandlicos, las fracciones
obtenidas a pH de 5.0 y los precipitados, se obtuvo el porcentaje de catequina en las
muestras, siendo la fraccion organica a pH 5.0 del mezquite de Hidalgo el que presentd
el mayor porcentaje de catequina (0.86 +£0.0.1 %), mientras que los precipitados a pH 5.0
de los mezquites de Oaxaca (0.77 + 0.25 %) e Hidalgo (0.74 + 0.16 %) vy los extractos
metanolicos de los mezquites de Hidalgo (0.70 + 0.24 %) y Veracruz (0.74 + 0.06%),
presentaron concentraciones similares, en tanto que, el precipitado a pH 5.0 del mezquite
de Veracruz (0.65 +£0.18 %) y la fraccion organica a pH 5.0 del mezquite de Oaxaca (0.50

+ 0.02 %) presentaron un porcentaje menor de catequina.
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8. DISCUSION

Los registros etnobotanicos indican que en México se emplean 343 especies de plantas
contra enfermedades de indole infecciosa, 200 se usan para tratar malestares
gastrointestinales, 118 contra padecimientos respiratorios y 71 contra enfermedades
cutdneas (Sharma y col., 2017). Dentro de las plantas empleadas en México en la medicina
tradicional para tratar enfermedades como, la disenteria se encuentran P. glandulosa, P.
juliflora y P. laevigata (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2017),
siendo P. laevigata seleccionada por nuestro grupo de trabajo, por ser la especie menos
estudiada.

En la presente investigacidn se obtuvieron extractos metanélicos ricos en alcaloides, los
cuales fueron fraccionados con un sistema de particion a pH de 5.0 y 10.0, y asi, obtener
fracciones crudas, ricas en compuestos fenolicos (pH 5.0) y alcaloides (pH 10.0). El
tratamiento de las fracciones organicas obtenidas a pH 5.0, condujo a la obtencion de un
precipitado y a una fraccion que se denomind “fraccion organica pH 5.0”. Dentro de los
compuestos aislados de P. julifora estan la juliflorina y el mesquitol. La juliflorina, es un
alcaloide responsable de las actividades antidermatofilica y antibacteriana (Ahma vy col,
1986), en tanto que el mesquitol es un flavonoide que inactiva los radicales libres y
estimula el sistema de defensa enddgeno, por lo que es capaz de tratar y prevenir

enfermedades como el cancer y la diabetes (Rao y col, 2003).

Los extractos metanolicos, fracciones y precipitados obtenidos de los tallos de P.
laevigata (Cuadro 3) provenientes de tres zonas de la Republica Mexicana (Oaxaca,
Hidalgo y Veracruz), inhibieron el 53 % de las bacterias Escherichia coli, Salmonella
typhi y Shigella flexneri, las cuales son de interés, debido a que son tres de las ocho
bacterias implicadas en la disenteria bacilar (Hernandez Cortez y col., 2011). La bacteria
més afectada fue S. flexneripor los compuestos presentes en los precipitados a pH 5.0 del
material colectado en Hidalgo y Veracruz, asi como fraccién organica a pH 5.0 del
material proveniente de Hidalgo, cabe mencionar que la fraccion organica a pH 10.0 del
material colectado en Veracruz también inhibié esta bacteria con un MIC de 0.5 £ 0.000

mg/mL. Los resultados obtenidos son de interés, debido a que las concentraciones
minimas inhibitorias son menores a 1.0 mg/mL (Rios y Recio, 2005).

Con respecto a la actividad antibacteriana de las fracciones crudas ricas en alcaloides

obtenidas de las vainas y las flores de P. juliflora, el mejor efecto fue contra E. coli, S.
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aureus, B. cereus, P. putida, Klebsiella spp, Salmonella spp, Acinetobacter spp y
Alcaligen spp, con MICs de 25 pug/mL a 100 pg/mL. Estos extractos contienes alcaloides
de tipo piperidina (Singh y col., 2011), entre los cuales se encuentran la juliflorina,
julifloricina, julifloridina (Ahmad vy col., 1978), juliprosina, juliprosinina (Ahmad y
col.,1989) y prosofinina (Singh y col., 2011). También los extractos hidroalcohdlicos de
las vainas de P. juliflora presentaron actividad antibacteriana contra E. coli (ATCC
25922) con un MIC de 1.25 mg/mL (Tajbakhsh y col., 2015). Con respecto a Prosopis
laevigata, Salinas Sanchez y col. (2009) reportan que el extracto metandlico de tallos
presentan actividad antibacteriana contra E. coli (ATCC 8937) y S. typhi (ATCC 06539)
con un MIC > 8 mg/mL, siendo la cepa S. typhi igual a la empleada en este trabajo. Sin
embargo, este dato es mas alto que el valor obtenido en el presente trabajo, a pesar de que

Salinas Sanchez y col. también emplearon un método de dilucion.

También se emplea el método de difusion en disco donde se miden los halos de inhibicién
bacteriana en mm (Sanchez y col., 2016). El efecto del extracto metanélico de P. laevigata
sobre cepas bacterianas aisladas en hospitales se evallo primero con el método de
difusion y posteriormente se determind su concentracion minima bactericida (mg/mL). A
continuacion se muestran las cepas aisladas y los valores obtenidos con ambas técnicas;
K. pneumoniae (1.4 + 0.3 mm, 3.8+ 0.01 mg/mL ), E. faecalis (1.7 £ 0.03 mm, 2.7+ 0.1
mg/mL), E.coli (1.5£0.03mm, 1.5+0.2 mg/mL) yS. aureus (2.6 £ 0.03 mm, 0.7 £0.01
mg/mL). La Concentraciébn Minima Bactericida (CMB) es diferente a la concentracion
minima inhibitoria (MIC). Para conocer la CMB, primero se evalla la MIC y
posteriormente se resiembra una cantidad del indculo presente en los tubos o pozos
tratados con las muestras y se considera la CMB aquella que permitié sobrevivir a menos
de 0.01 % del indculo original (Campus, 2018). Con base a los resultados anteriores se
concluye que S. aureus fue la bacteria mas afectada por el extracto metanodlico de P.

laevigata.

Los compuestos polifenolicos son metabolitos secundarios, presentes en las plantas, que
tienen diferentes estructuras quimicas, entre los que se encuentran los acidos fendlicos,
flavonoides, cumarinas, lignanos y taninos (Avalos y Pérez, 2009). Los resultados
obtenidos en esta investigacion muestran que la mayor cantidad de compuestos
polifendlicos totales los presentaron los precipitados a pH 5.0 del material colectado en
Veracruz (9.40 +1.37 mg EAG/100 mg) y Oaxaca (7.78 £1.73 mg EAG/100 mg). Sin

embargo, no se observa una correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
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flavonoides. Garcia-Andrade y col. (2013) fraccionaron el extracto acetonico de hojas de
P. laevigata mediante cartuchos pre-empacados (Waters Sep-Pack C18) y empleando
como eluyentes agua (AE1), metanol: agua 1:1 (AE2) y metanol (AE3) y cuantificaron
los polifenoles totales y encontraron que el contenido en mg EAG/100 mg fue de 4.70
0.228, 4.96 + 0.356 y 10.35 + 0.474 respectivamente. Mostrandose que el rango de
compuestos polifendlicos entre los tallos y las hojas se encuentran en un mismo orden de

magnitud.

La ingesta de compuestos polifendlicos (&cidos fendlicos, flavonoides, quinonas,
cumarinas, lignanos, stilbenos, taninos), compuestos nitrogenados (alcaloides, aminas,
betalinas), vitaminas y terpenoides es de gran relevancia ya que este grupo de compuestos
presentan actividad antioxidante (Cai y col., 2004). Los antioxidantes son de gran
importancia, debido a que inhiben la oxidacion de lipidos y otras moléculas como las
proteinas, por lo que desempefian un papel importante en la adsorcion y neutralizacién de
los radicales libres (Quifiones Galvez y col., 2013). El desequilibrio entre los radicales
libres y los antioxidantes puede conducir a un estrés oxidativo que puede estar
involucrado en varias enfermedades entre las que se encuentran la arterosclerosis, el

envejecimiento y cancer (Tenkerian y col., 2015).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion (Cuadro 5) indican que la fraccion
organica (pH 5.0) y el precipitado del material colectado en Hidalgo mostrd, la mejor
actividad antioxidante con Clso de 7.21 y 13.09 pg/mL respectivamente. Las Clsode los
precipitados obtenidos del material colectado en los estados de Oaxaca (17.50 pg/mL) y
Veracruz (20.00 pg/mL) indican que dichos precipitados presentan una buena capacidad
de neutralizar los radicales libres. Cabe mencionar que la menor actividad antioxidante la

presentaron las fracciones obtenidas a pH 10.0, las cuales son ricas en alcaloides.

La fraccion AE3, obtenida del extracto acetonico de hojas de P. laevigata (Garcia-
Andrade y col, 2013), mostr6 la mejor actividad antioxidante (Clso=93.26 pg/mL), efecto
que los autores asociaron al contenido de compuestos polifendlicos (10.35 + 0.474 mg

EAG/100 mg), entre los que se identificaron al galato de epicatequina, rutina y luteolina.

También se evalué el contenido de polifenoles (Gallegos-Infante y col., 2013) y la
inhibicion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad en la harina (pinole) de
las vainas de P. laevigata y se observd que el contenido de estos compuestos, asi como

su efecto antioxidante, varid con respecto a la temperatura empleada para tostar las vainas.
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El extracto etandlico de la corteza P. juliflora también presentd actividad antioxidante
(Clso= 37.08 pg/mL), efecto que se asocié al contenido de compuestos de tipo fendlico

(Siahpoosh y Mehrpeyma, 2014).

En la presente investigacion se logro identificar al flavonoide catequina distribuido en
menos del 1% en las muestras (Cuadro 6). Sin embargo, en las figuras (12, 14, 16, 18, 20
y 22), se observan en los cromatogramas varios picos correspondientes a diferentes
tiempos de retencion, y es importante mencionar que el pico que eluye a los 22.478
minutos presenta el mismo espectro de absorcién que el estandar de catequina. En esta
investigacion también se emplearon como estandares a los acidos gélico y clorogénico y
los flavonoides rutina y quercetina. El flavonoide identificado estad presente en mayor
cantidad en el material procedente del estado de Hidalgo.

En las hojas de P. laevigata (Garcia-Andrade y col., 2013), se han identificado y
cuantificado compuestos fendlicos en el extracto acetonico, siendo el acido gélico, rutina
y catequina algunos de los compuestos encontrados. En esta investigacidon no se
encontraron el &cido galico y la rutina, lo que sugiere que la presencia y contenido de

estos compuestos depende de la parte de la planta estudiada.

La catequina esta asociado a la actividad antibacteriana, en donde su mecanismo de
accion estd ligado con la habilidad de inactivar adhesinas microbianas, asi como el
transporte de enzimas Yy proteinas de envoltura celular (Ramar y Gopalakrishnakone,
2008). Este flavonoide también inhibe el crecimiento de Helicobacter pylori (diametro
de 16 mm) (Diaz Gomez, 2012), E. coli, S. enteritidis, S. flexneri y S. aureus (Osuna
Torres, 2005), siendo E. coli y S. flexneri dos de las bacterias empleadas en este estudio,

por lo que se podria asociar el efecto antibacteriano con la catequina.
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8. CONCLUSION

El material obtenido de los tallos procedentes de las tres zonas del pais inhibid el
crecimiento de tres de las bacterias que provocan disenteria con valores de MIC < 1000
w/mL, por lo que se puede considerar que el mezquite tiene potencial antibacteriano y
se identificd en las fracciones &cidas a la catequina, flavonoide al que se le pueden asociar
las actividades antibacteriana y antioxidante. Asi mismo, solo la fraccién organica pH
10.0 del material colectado en Veracruz inhibi6 el crecimiento de S. flexneri con un MIC

de 0.500 +0.000 pg/mL, efecto que podria asociarse a la presencia de alcaloides.
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