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VII. RESUMEN 

La problemática de la resistencia bacteriana a los antibióticos conlleva a la búsqueda de nuevas 

estrategias para su control, presentándose a las plantas medicinales como una fuente de 

metabolitos secundarios, los cuales le proporcionan a la planta actividades biológicas como la 

actividad antimicrobiana. En México existen diversas especies frutícolas nativas y uno de estos 

son el nanche, Byrsonima crassifolia (L). Kunth (Roque et al., 2012). Es un árbol, de la familia de 

las Malpigiáceas, distribuido en las zonas subtropicales de México. Se ha reportado variabilidad 

en los árboles, el fruto y la pulpa, distinguiéndose tres sabores del fruto: dulce, ácido y agridulce, 

de acuerdo a las variedades silvestres denominadas “changunga” y a las domesticadas “nanche” 

(Bayuelo-Jiménez et al., 2006; Medina-Torres et al., 2004). El fruto dulce del nanche es usado 

como alimento y el árbol de frutos ácidos tiene aplicaciones agroforestales o decorativas. Las 

hojas y corteza del árbol han sido utilizadas en la medicina tradicional de México, en el 

tratamiento de diarrea, disentería, inducción del parto, en el flujo vaginal y estomatitis entre 

otros (Medina-Torres et al., 2012; Martínez-Vázquez et al., 1999). Debido al uso de B. crassifolia 

en la medicinal tradicional, es de interés investigar sus actividades biológicas. Reportándose un 

estudio sobre la actividad antioxidante en hojas y corteza del árbol variedad ácida (Roldan 

Sabino et al., 2018) y valiéndonos de la presencia de las variedades del árbol en el municipio de 

Tuxtepec y la subutilización de la variedad de fruto ácido, reportado por el grupo de 

investigación de la UNPA, Zúñiga-Sierra, (2019). En el presente trabajo, se planeó determinar la 

actividad antimicrobiana de las hojas y corteza de la variedad ácida. Donde se obtuvieron de 

cada material biológico extractos con diferente polaridad (etanólico, diclorometánico y 

hexánico) por el método de Extracción por Ultrasonido (UE), obteniéndose también un extracto 

etanólico de cada material biológico por el método de Extracción Asistida por Ultrasonido y 

Prensado (UPAE). El extracto con mayor rendimiento fue el extracto etanólico de hoja con 4.72 

%, seguido por el de corteza con 2.31 % obtenidos por UE. En cuanto al rendimiento de los 

extractos etanólicos UPAE Y UE, los extractos por UPAE fueron los que tuvieron un rendimiento 

mayor de 6.56 %. El estudio de la actividad antimicrobiana de los extractos de hoja y corteza, 

mostró que la mayor actividad se concentraba en los extractos etanólicos. Los extractos 

etanólicos de hoja y corteza obtenidos por el método UPAE y el método UE actuaron de una 

manera similar contra cada una de las bacterias. 
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VIII. ABSTRACT 

The problem of bacterial resistance to antibiotics leads to the search for new strategies for its 

control, presenting medicinal plants as a source of secondary metabolites, which provide the 

plant with biological activities such as antimicrobial activity. In Mexico there are several native 

fruit species and one of these is the nanche, Byrsonima crassifolia (L). Kunth (Roque et al., 2012). 

It is a tree, of the Malpigiaceae family, distributed in the subtropical areas of Mexico. Variability 

has been reported in the trees, the fruit and the pulp, distinguishing three flavors of the fruit: 

sweet, sour and bittersweet, according to the wild varieties called "changunga" and the 

domesticated "nanche" (Bayuelo-Jiménez et al., 2006; Medina-Torres et al., 2004). The sweet fruit 

of the nanche is used as food and the acid fruit tree has agroforestry or decorative applications. 

The leaves and bark of the tree have been used in traditional medicine in Mexico, in the treatment 

of diarrhea, dysentery, labor induction, vaginal discharge and stomatitis, among others (Medina-

Torres et al., 2012; Martínez-Vázquez et al. al., 1999). Due to the use of B. crassifolia in traditional 

medicine, it is of interest to investigate its biological activities. Reporting a study on the 

antioxidant activity in leaves and bark of the acid variety tree (Roldan Sabino et al., 2018) and 

using the presence of the tree varieties in the municipality of Tuxtepec and the underutilization 

of the acid fruit variety, reported by the UNPA research group, Zúñiga-Sierra, (2019). In the 

present work, it was planned to determine the antimicrobial activity of the leaves and bark of the 

acid variety. Where extracts with different polarity (ethanolic, dichloromethane and hexane) 

were obtained from each biological material by the Ultrasound Extraction method (UE), also 

obtaining an ethanolic extract of each biological material by the Ultrasound Assisted Extraction 

and Pressing method (UPAE). The extract with the highest yield was the ethanolic leaf extract 

with 4.72%, followed by the bark extract with 2.31% obtained by UE. Regarding the yield of the 

UPAE and UE ethanolic extracts, the extracts by UPAE were those that had a higher yield of 6.56%. 

The study of the antimicrobial activity of the leaf and bark extracts showed that the highest 

activity was concentrated in the ethanolic extracts. The ethanolic extracts of leaf and bark 

obtained by the UPAE method and the UE method acted in a similar way against each of the 

bacteria.
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1. INTRODUCCIÓN 

Con el descubrimiento de los antibióticos, se pensaba que estos eliminarían o suprimirían las 

enfermedades infecciosas, sin embargo, los microorganismos que las causan se están volviendo 

resistentes a los antibióticos. Las bacterias son uno de los microorganismos que generan más 

problemas de salud a nivel mundial, ya que han desarrollado mecanismos de resistencia frente 

a la presencia de los antimicrobianos, los cuales inhiben a las bacterias susceptibles, pero no 

tienen actividad sobre las bacterias resistentes, permitiendo su multiplicación, propagación y la 

transferencia de genes de resistencia por adquisición genética a la misma especie o diferentes 

especies bacterianas (Sibanda et al., 2007; Chopra, et al., 1997). 

Uno de los factores que ha generado la resistencia de las bacterias a los antibióticos, ha sido su 

uso inadecuado en diversas áreas, como la medicina, la ganadería y la acuicultura, generando 

una presión selectiva sobre organismos sensibles y creando una resistencia en los demás 

microorganismos (Sibanda et al., 2007). Esta situación genera un problema de salud en el 

momento que, estos microorganismos se transfieren a los humanos y generan enfermedades 

infecciosas difíciles de tratar con los antibióticos actuales, llevando a los pacientes a problemas 

más graves e incluso a la muerte (Palaniappan y Holley, 2010; Sibanda et al., 2007). 

Para controlar el problema de la resistencia bacteriana a los antibióticos, se requieren de nuevas 

estrategias, siendo una opción la búsqueda y desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos 

naturales que puedan bloquear o eludir los mecanismos de resistencia (Palaniappan y Holley, 

2010; Sibanda et al., 2007). Estando presente los extractos crudos de plantas medicinales como 

una fuente para la obtención de antimicrobianos, debido a que las plantas medicinales son ricas 

en metabolitos secundarios como los taninos, terpenoides, alcaloides y flavonoides, para los 

cuales se han reportado estudios in vitro donde se han probado sus propiedades antimicrobianas 

(Sibanda et al., 2007). 

En México, se cuenta con diferentes árboles frutales, entre los cuales se encuentra Byrsonima 

crassifolia (L). Kunth, conocido comúnmente como árbol de nanche (Roque et al., 2012). 

Perteneciente a la familia botánica de las Malpigiáceas, el árbol se encuentra ampliamente 

distribuido en la zona subtropical de México (Moreno, 2015). La especie frutícola Byrsonima 

crassifolia incluye árboles de frutos sabor dulce y árboles de frutos sabor ácido (Raya-Pérez et al., 
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2010). En la región del Papaloapan, se encuentran ambas variedades (dulce y ácida) de B. 

crassifolia. En 2019, Zúñiga-Sierra realizó un estudio sobre las características fenotípicas y un 

mapa de distribución de Byrsonima crassifolia en el municipio de Tuxtepec, donde se observa que 

la mayoría de los árboles evaluados (90%), son semisilvestres, aunque en las colonias de mayor 

urbanización predominan los árboles con frutos dulces, mientras que las zonas periurbanas 

primordialmente los árboles de frutos ácidos. Los frutos son consumidos como alimento, los 

árboles son utilizados para reforestar áreas con suelos pobres y forrajeo (Moreno, 2015). La 

variedad de nanche de fruto dulce, tiene una gran importancia productiva a nivel comercial, ya 

que genera ingresos a la población por el uso y venta del fruto (Roldan-Sabino et al., 2018; Jaimes, 

2009). Mientras que fuentes etnobotánicas han mencionado que Byrsonima crassifolia se 

encuentra entre las plantas más usadas para tratamientos de enfermedades gastrointestinales 

(Souza et al., 2017; Caceres et al., 1990). En diferentes estados de México por medio de la 

medicina tradicional, se ha reportado el uso de las hojas y corteza mediante infusiones y se le 

atribuyen propiedades antidiarreicas, astringentes, antiinflamatorias y antioxidantes (Moreno, 

2015). Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de extractos 

orgánicos de diferente polaridad en hojas y corteza de Byrsonima crassifolia variedad frutos 

ácidos, del municipio de Tuxtepec, para aportar más información sobre las actividades biológicas 

del árbol y así en un futuro, se le pueda dar un valor agregado al árbol. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Enfermedades infecciosas y bacterias causantes  

Las enfermedades infecciosas son trastornos que se manifiestan en los seres vivos y suelen ser 

resultado de una infección provocada por un microorganismo. Las enfermedades 

gastrointestinales son una de las más problemáticas, afecta más gravemente a las personas más 

vulnerables, como niños y ancianos (Hernández et al., 2011). Son una de las principales causas de 

consulta médica y una primera causa de muerte en diferentes partes del mundo. La incidencia y 

prevalencia de este grupo de enfermedades depende de las condiciones sanitarias de la persona 

y su nivel socioeconómico. Entre los organismos etiológicos que están involucrados se encuentran 

los hongos, levaduras, parásitos y sobre todo las bacterias, los cuales se transmiten, por vía fecal, 

oral, por el consumo de agua y alimentos contaminados (Hernández et al., 2011; Méndez, 1996). 

Las bacterias son microorganismos pertenecientes al reino procariota, del cual se derivan el grupo 

de las Eubacterias, bacterias unicelulares, adaptadas a vivir en cualquier ambiente, algunas de 

ellas pueden ocasionar enfermedades infecciosas a los humanos (Lucana y Huanca, 2014; Pírez, 

2008; Garcés y Saravia, 2008). Entre ellas se encuentran: Escherichia. coli, Aeromonas spp., 

Pseudomonas spp. y Bacillus thuringiensis (Raymond y Federici, 2017; Hernández et al., 2011). 

2.1.1 Escherichia coli 

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, usualmente móvil por flagelos 

perítricos, se encuentra en el intestino grueso del humano y animales de sangre caliente, sin 

embargo, algunas cepas han adquirido genes que le permiten causar infecciones intestinales 

como la diarrea. Entre estas cepas de E. coli patogénas, se encuentran los grupos; 

enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo (EIEC), enteropatogénico (EPEC), enterohemorrágico 

(EHEC). Estos grupos han sido detectados en diferentes productos como cárnicos, lácteos, 

pescados, mariscos, bebidas, hielo y leguminosas. La cepa enterohemorrágica (EHEC) produce dos 

tipos de toxina Shiga, Stx1 y Stx2, que ocasionan diarrea y colitis hemorrágica. La bacteria se 

presenta principalmente en niños menores de dos años y durante los primeros seis meses de vida. 

Se han reportado estudios sobre la presencia de E. coli enteropatógena (EPEC) en niños menores 

de cinco años internados por diarrea aguda en hospitales de la ciudad de México y Villa Hermosa, 

Tabasco (Bush y Pérez, 2020; Soto-Valera et al., 2016; Hernández et al., 2011). 
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2.1.2 Aeromonas spp 

Aeromonas spp., es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo. Están distribuidos en diversos 

ambientes, sobre todo acuáticos, es proveniente de la familia Aeromonadaceae. Las Aeromonas 

han sido clasificadas en el grupo mesófilo (son móviles y están asociados con enfermedad en seres 

humanos) y los psicrófilos (no móviles y asociados a enfermedad en peces). No se describían como 

un patógeno clásico involucrado en los cuadros clínicos de las enfermedades gastrointestinales, 

pero en 1980 fue propuesta como un agente enteropatógeno emergente, estudiado por los 

padecimientos en las enfermedades extraintestinales, que ocasiona enfermedades diarreicas, 

afectando a niños menores de 6 años y adultos mayores de 60 años. Entre los países que han 

estudiado este agente se encuentra; España, Portugal y Medio oriente. En México no se han 

reportado estudios sobre este agente, sin embargo, ya existen datos acerca de este género sobre 

estudios de cepas aisladas de cuadros clínicos diarreicos en el estado de Hidalgo, y de muestras 

ambientales de aguas en playas del estado de Veracruz (Soto-Valera et al., 2016). Aun así, este 

género está subestimado en México. Aeromonas es causa potencial de gastroenteritis en seres 

humanos, debido a la producción de enterotoxinas, las cuales se han encontrado en pacientes 

con diarrea. Las principales fuentes de contaminación del microorganismo son el agua, los 

vegetales, comida de mar y comida de origen animal (Hernández et al., 2011). 

2.1.3 Pseudomonas spp. 

Pseudomonas spp., es un bacilo Gram negativo, el cual es habitante común de aguas y suelos, 

esta bacteria se presenta en infecciones nosocomiales que generan infecciones en la piel y tejidos 

blandos a pacientes con quemaduras y en heridas profundas con punzocortantes llevando esto a 

una bacteriemia, la bacteria también puede ocasionar infecciones vías aéreas e infecciones 

urinarias (Bush y Pérez, 2020).  

2.1.4 Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva, con forma de bacilo y esporulante, aislada de 

una gran diversidad de ecosistemas como; el suelo, el agua, insectos muertos, hojas de árboles, 

diversas coníferas y mamíferos insectívoros, así como de tejidos humanos con necrosis severa 

(Palma et al., 2012). La bacteria se emplea para el control de plagas de insectos en la agricultura, 
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sin embargo, es allegada taxonómicamente a B. cereus, diferenciándose solo por la producción 

de la δ-endotoxina codificada por el plásmido de B. cereus, siendo inestable la manera de 

diferenciarse una de la otra, debido a la transmisión genética por parte de los plásmidos, 

considerando a B. thuringiensis una variante de B. cereus (Damgaard et al., 1997). La Autoridad 

Europa de Seguridad Alimentaria efectúo una revisión sobre Bacillus thuringiensis, debido a un 

incidente de intoxicación alimentaria, argumentaron que la bacteria representa un riesgo para la 

salud semejante al B. cereus (Raymond y Federici, 2017). Desde el punto de vista clínico B. cereus 

provoca enfermedades infecciosas como: bacteriemia, septicemia, infecciones del sistema 

nervioso, sistema respiratorio, meningitis, endocarditis, pericarditis, abscesos, infecciones 

oculares, diarreas y vómitos (Cortez-Sánchez et al., 2018; Pérez-Portuondo, 2012; Organización 

Panamericana de la Salud [OPS], 2003). 

Hasta principios del siglo XX no se contaba con un tratamiento eficaz y que atacara directamente 

a los microorganismos causantes de las enfermedades infecciosas, todo esto cambio con el 

descubrimiento de los antibióticos. 

2.2 Antibióticos 

Antibiótico es una palabra derivada de las palabras griegas anti “contra” y Bios “vida” (Camacho, 

2010). Estrictamente los antibióticos pueden ser descritos como antimicrobianos, ya que los 

antimicrobianos son compuestos que los organismos como hongos y bacterias producen de 

manera natural, estos compuestos son capaces de inducir la muerte o detener el crecimiento del 

microorganismo (parásitos, hongos y bacterias), sin embargo, es mínimo el uso de compuestos 

de origen natural ante la gama de moléculas de origen sintético que suelen ocuparse en la 

actualidad, estos reciben el nombre de antibióticos (Bado et al., 2006).   

Los antibióticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento 

farmacocinético y farmacodinámico, ejercen una acción específica sobre alguna estructura o 

función del microorganismo, tienen elevada potencia biológica actuando a bajas concentraciones 

y la toxicidad es selectiva, con una mínima toxicidad para las células de nuestro organismo (Bado 

et al., 2006). La clasificación de los antibióticos en las prácticas médicas se organiza de acuerdo a 

su efecto bactericida y bacteriostático, su mecanismo de acción y estructura química, algunos de 

estas particularidades se describen en la Tabla 1 (Camacho, 2010). 
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Tabla 1. Clasificación de los antibióticos de acuerdo a las prácticas médicas (Camacho, 2010; Calvo y 
Martínez-Martínez, 2009). 

Mecanismo de acción sobre la 
estructura bacteriana  

Grupos 
antimicrobianos  

 
Antimicrobianos representativos  

 
Efecto  

 
 
 
 
 
 
 

Inhibición de la síntesis de la pared 
bacteriana 

 
b-lactámicos 
Penicilinas1 

Naturales: penicilina G, penicilina V Bactericidas 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resistentes a penicilinasas: cloxacilina, 
oxacilina, meticilina 

Aminopenicilinas: ampicilina, 
amoxicilina 

Carboxipenicilinas: carbenicilina, 
ticarcilina 

Ureidopenicilinas: piperacilina, 
mezlocilina 

Cefalosporinas cefazolina, cefalotina1 

cefuroxima, cefoxitina, cefotetán, 
cefaclor, cefamandol2 

cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, 
cefixima, cefpodoxima 

cefepima, cefpiroma3 

Monobactams Aztreonam 

Carbapenems Imipenem, meropenem, ertapenem, 
doripenem 

Glucopéptidos Vancomicina, teicoplanina Bactericidas 
 Bacitracina Bacitracina 

Isoxazolidinonas Cicloserina 

Fosfonopéptidos Fosfomicina Bactericidas 

Alteración de la membrana 
citoplásmica 

Polimixinas Polimixina B, polimixina E (colistina) 

Lipopéptidos Daptomicina 

Ionóforos Tirocidinas 

 
 
 
 
 
 

Inhibición de la síntesis proteica 

Ácido fusídico Ácido fusídico  

Aminoglucósidos Gentamicina, tobramicina, amicacina, 
netilmicina 

Bactericidas 
 

Anfenicoles Cloranfenicol, Tiamfenicol1 Bacteriostáticos 

Estreptograminas Quinupristina-Dalfopristina  

Lincosamidas Clindamicina, lincomicina1 Bacteriostáticos 

Macrólidos 
 

eritromicina, claritromicina, 
roxitromicina 

Bacteriostáticos 

15 átomos carbono: azitromicina 
(azálidos) 

espiramicina, josamicina, midecamicina 
Cetólidos: telitromicina 

Mupirocina Mupirocina 

Oxazolidinonas Linezolid4 

Tetraciclinas Tetraciclina, doxiciclina, minociclina Bacteriostáticos 

Glicilciclinas Tigeciclina 

 
Alteración del metabolismo o la 

estructura de los ácidos nucleicos 

Quinolonas generación: ácido nalidíxico, ácido 
pipemídico1 

Bactericidas 

Norfloxacino2 

ciprofloxacino, levofloxacino3 

moxifloxacino, gemifloxacino 

Rifamicinas Rifampicina4 

Nitroimidazoles Metronidazol, ornidazol, tinidazol 

Nitrofuranos Nitrofurantoína, furazolidona 

Bloqueo de la síntesis de factores 
metabólicos 

Sulfonamidas, Cotrimoxazol1 Bacteriostáticos 

Diaminopirimidinas 
Trimetoprima 
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Los superindices indican la generación de los antibióticos. 

2.2.1 Importancia y problemas del uso incorrecto de los Antibióticos 

Actualmente los antibióticos están entre los medicamentos más vendidos a nivel mundial con un 

valor de mercado de entre 7 y 22 mil millones de dólares. Uno de los primeros problemas que se 

dieron por el uso de los antibióticos fueron las reacciones adversas que estos provocaban al ser 

usados. Por otro lado, el uso inadecuado de los antibióticos tanto en el área de la medicina, la 

ganadería y la acuicultura, causó la aparición de bacterias resistentes y multirresistentes a los 

antibióticos (Maguiña, 2013; Sibanda et al., 2007). 

2.3 Bacterias resistentes 

El origen de la resistencia de las bacterias a los antibióticos proviene de la genética y la fisiología 

innata que se hereda a través de las especies y la inclinación de las bacterias a intercambiar el 

material genético de manera espontánea en las especies y géneros. Esta estrategia genética 

combinatoria ha resultado en la acumulación de fenotipos de resistencia a múltiples fármacos en 

muchas especies de bacterias (Wright y Sutherland et al., 2007). Las bacterias Gram negativas como 

Escherichia coli, Klebsiella spp y Pseudomona aeruginosa, fueron las primeras en presentar 

resistencia y posteriormente las Grampositivas. En los últimos años se han reportado que la 

resistencia de Aeromonas obtenida de truchas a antibióticos β-lactamas, también se ha reportado 

la resistencia de Bacillus obtenida del rio Almendares a diferentes antibióticos como Eritromicina, 

Penicilina, cefalexina, cloranfenicol, ceftriaxona, cefotaxima (Maguiña, 2013; Martínez et al., 

2010). La Sociedad Estadounidense de Enfermedades Infecciosas, ha identificado que bacterias 

como Staphylococcus aureus son resistente a la meticilina. Los aislamientos de esta bacteria se 

han incrementado de 0% a 70% en Japón y Corea, 40% en Bélgica, 39% en Gran Bretaña y 28% en 

Estados Unidos, en un tiempo de 10 a 15 años. Por ello, resulta urgente tener mayor conocimiento 

en la aplicación adecuada de los diversos antibióticos existentes (Maguiña, 2013).  

Sulfametoxazol 

Inhibidores de b-lactámasas  Ácido clavulánico, sulbactam, 
tazobactam 
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2.3.1 Causa de la resistencia de las bacterias a los antibióticos 

El mal manejo irracional de los antibióticos es una de las causas que ha permitido que las bacterias 

presenten resistencia, presentando un problema muy grave a nivel mundial. El manejo irracional 

de los antibióticos comenzó en hospitales, luego a nivel comunitario y finalmente en áreas como 

la ganadería y acuicultura para una mejor producción. Por esa razón la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) declaró la actual multirresistencia de diversos gérmenes entre ellos las bacterias, 

como uno de los grandes problemas en salud pública (Maguiña, 2013; Sibanda et al., 2007). 

Las causas de que las bacterias incrementen la resistencia a antibióticos incluyen (Palaniappan y 

Holley, 2010): 

➢ La producción animal intensiva en la ganadería y la acuicultura, donde los antibióticos se 

usan como aditivos, a niveles sub-terapéuticos para promover el crecimiento, aumentar 

la eficiencia del alimento y prevenir infecciones (Palaniappan y Holley, 2010). 

➢ Uso excesivo de antibióticos en medicina humana sin seguridad diagnóstica, por presión 

del paciente o del entorno médico, “negligencia” (Maguiña, 2013). 

➢ La automedicación, por iniciativa del entorno familiar o su propio diagnóstico, sin acudir 

con un médico (Fajardo et al., 2013). 

2.3.2 Estrategias para el control de las bacterias resistentes 

La resistencia de las bacterias a los antibióticos es uno de los problemas clínicos más importantes 

en la medicina moderna, ya que si no se controla puede llevar al surgimiento de epidemias de 

enfermedades infecciosas para las cuales no hay tratamiento, afectando al sector de la salud, 

debido a que afecta el tratamiento contra las enfermedades infecciosas, por esta razón se 

necesita de nuevas estrategias terapéuticas para tratar este problema (Wright y Sutherland et al., 

2007). 

Algunas de las estrategias que se han propuesto incluyen (Wright y Sutherland et al., 2007): 

➢ Inhibidores de los mecanismos de resistencia y los virus microbianos se caracterizan por 

estrategias que también están generando nuevos productos químicos que pueden 

extender la vida de los antibióticos existentes. 
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➢ La identificación de bacterias productoras de antibióticos proporciona acceso a nuevos 

organismos y nuevos productos químicos bioactivos. En este sentido las bacterias marinas 

han demostrado ser fuentes de varios productos naturales antitumorales y antibióticos 

nuevos. (Wright y Sutherland et al., 2007).  

➢ Finalmente, las plantas medicinales se han utilizado durante milenios en el tratamiento 

de infecciones. Los esfuerzos para aislar agentes activos en plantas han llevado a la 

identificación de varios agentes antibacterianos (Gibbons, 2004) 

2.4 Las plantas medicinales como agentes antimicrobianos 

Se requieren de nuevas estrategias terapéuticas para resolver o controlar la resistencia a los 

antibióticos (Wright y Sutherland et al., 2007). Una de estas estrategias es la identificación de 

compuestos antimicrobianos naturales provenientes de plantas medicinales, las cuales han sido 

utilizadas durante milenios como fuentes en el tratamiento de infecciones, para curar los dolores 

internos y externos, generándose documentos medicinales con numerosas recetas de hierbas y 

extractos como se aprecia en la Tabla 2 (Gibbons et al., 2004). 

Las plantas medicinales son consideradas como tal, cuando genera en sus órganos compuestos 

que les proporcionan a las plantas actividades biológicas, siendo utilizadas en la medicina 

tradicional con fines terapéuticos (fitoterapia moderna) o para la semisíntesis químico-

farmacéutica (Maguiña, 2013; Avello y Cisternas, 2010). Las plantas medicinales se han utilizado 

desde épocas antiguas, como se observa en la Tabla 2. 

Tabla 2. Libros y códices de plantas medicinales (Ferdes, 2018; Sánchez-Ruiz et al., 2012). 

Libro y códices  Año Número de recetas 

Papiro de Ebers Data del siglo XV a. C. 800 recetas con hierbas y diferentes extractos. 

Sistema ayurvédico (ciencia de 
la vida y la ciencia de la 
longevidad) 

2500 y 500 a. C en la 
India 

Uso de hierbas medicinales y extractos, y otras dietas 
especiales, para un estilo de vida mejor 

Libro Pen-tsao China y el Lejano 
Oriente, fechado en el 
siglo VII d.C. 

400 hierbas medicinales utilizadas en jugos, 
infusiones y pomadas 

Documento Corpus 
Hippocratium  

Grecia  Presenta los efectos beneficiosos de más de 400 
especies de plantas. 

Claudio Galeno    
 

130-200 D.C., en la 
antigua Roma 

Estudió 450 plantas y las formulaciones de 
medicamentos para plantas. 

Paracelso  1493-1541 Afirmó que las sustancias específicas extraídas de las 
plantas están involucradas en el tratamiento de la 
enfermedad 
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Códice Florentino   Fray Bernardino de 
Sahagún franciscano 

Costumbres prehispánicas de Mesoamérica de los 
rituales de la medicina y descripción de plantas 
medicinales.  

Con el desarrollo de la medicina moderna se popularizó el uso de fármacos sintéticos, sin 

embargo, no se ha olvidado el uso de plantas medicinales, especialmente en países en vías de 

desarrollo, debido a su disponibilidad, bajo costo y fácil conservación/almacenamiento, por lo 

tanto, siempre ha sido de interés examinar a nivel laboratorio las actividades biológicas que se 

le atribuyen (Ferdes, 2018; Avello y Cisternas, 2010). 

2.4.1 Compuestos antimicrobianos de plantas medicinales 

Las plantas cuentan con metabolitos secundarios, los cuales se podrán identificar solo en la etapa 

de crecimiento o también al momento que la planta presenta un estrés, debido a un ataque de 

microorganismos o la falta de nutrientes. La composición de los metabolitos varía dependiendo 

de los órganos y tejidos de la planta (Ferdes, 2018).  

Los metabolitos secundarios más abundantes que se han reportado en las plantas medicinales 

son; Los Fenoles, los Alcaloides, los compuestos Organosulfurados, las Saponinas, y los Aceites 

Esenciales (Khameneh et al., 2019; Ferdes, 2018; Khorshidiana et al., 2018; Pisoschi et al., 2018; 

Djilani y Dicko, 2012). De las diferentes clases de metabolitos secundarios ya mencionados, se 

han determinado compuestos con actividad antimicrobiana provenientes de las plantas 

medicinales. El posible mecanismo de acción de los compuestos se presenta en la Tabla 3. 

Tabla 3. Principales compuestos antimicrobianos provenientes de plantas y sus mecanismos de acción 
antimicrobiana (modificado de Khameneh et al., 2019; Ferdes, 2018; Pisoschi et al., 2018; Djilani y Dicko, 
2012). 

Clase Subclase Compuesto Plantas Mecanismo 

Fenólicos Fenoles 
simples 

Baicaleína (flavona) Las raíces de Thymus 
vulgaris 

Inhibidor de la bomba de eflujo 

Galato de 
epigalocatequina 

(EGCG) 

Té verde ADN girasa 

Ácido 3-p-trans-
cumaroil-2-

hidroxiquínico (CHQA) 

Cedrus deodara Daño a la membrana 
citoplasmática 

Sophoraflavanona B 
(flavonoide) 

Rhus verniciflua Interacción directa con 
peptidoglucano 

Flavonoides Catequinas  Formar proteínas solubles y 
extracelulares complejas para 

unirse a la pared celular 
bacteriana. 
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Continuamente se siguen analizando plantas medicinales a través de diferentes métodos 

biológicos, entre las que se destaca el método de difusión en disco (DDM) o también llamado 

método de Kirby Bauer. 

 2.5 Método de difusión en disco (Kirby Bauer) 

El método de difusión en disco (DDM), se conoce como método de difusión en agar (ADM) o 

simplemente, método de difusión en disco de agar, es uno de los métodos más flexible para 

analizar la susceptibilidad de los microorganismos frente a los agentes antimicrobianos 

(extractos de plantas, compuestos aislados y fármacos cotidianos). La prueba fue desarrollada 

en 1940 y publicada por Bauer y sus compañeros en 1966. Actualmente es el método oficial 

Alteran las membranas 
celulares. 

Taninos Procianidinas hojas, raíces y tallos Inactiva enzimas y las proteínas 
transportadoras de la envoltura 

celular 

Quinonas Hipericina  Complejo con pared celular 

Inactivación de enzimas 

Inactivación y pérdida de 
funciones proteicas bacterianas 

Toxicidad a través de la 
formación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS). 

Alcaloides  Piperina Piper 
nigrum y Piper 

longum 

Inhibidor de la bomba de eflujo 

Berberina Berberis Inhibidor de la división celular 
debido a la inhibición de la 

proteína de división celular FtsZ, 
inhibidor de la síntesis de 

proteínas y ADN 

Tomatidina Tomate, la papa y 
la berenjena 

Inhibidor de la ATP sintetasa 

Compuestos 
Organosulfurados 

 Alicina Allium 
sativum (ajo) 

Inhibidor de la síntesis de 
proteínas y ADN 

Sulforafano Diplotaxis harra Destrucción de la membrana 
bacteriana, Inhibidor de la ATP 
sintetasa, ADN e inhibidor de la 

síntesis de proteínas 

Allyl ITCs (AITCs) Armoracia 
rusticana 

Daña la integridad de la pared 
celular 

Glucósidos Saponinas Sarsapogeninas Yuca Permeabilización de la 
membrana 

Aceites Esenciales Aceites  flores, raíces, 
cortezas, hojas, 
semillas, frutas y 

madera 

Alteración de la membrana 
citoplasmática 

La interrupción del flujo de 
electrones 

Terpenos Farnesol  Alteración de la membrana 
celular 

Carvacrol  Inhibición de la bomba de eflujo. 

Terpenoides Capsaicina  Disrupción de membrana 
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utilizado en muchos laboratorios de microbiología clínica, para pruebas de sensibilidad a los 

antimicrobianos de rutina (Balouiri et al., 2016; Horváth et al., 2016).  

El método descrito por Bauer estandarizo las variables de: tamaño del disco, tamaño del inóculo, 

temperatura, tiempo de incubación y los resultados se reportaban cualitativamente como; 

susceptibles, intermedios o resistentes, sin embargo, el método descrito por Bauer, ha sido 

ampliado y mejorado continuamente por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en 

los Estados Unidos. En este procedimiento, las placas de agar (placa de 150 mm de diámetro) se 

inoculan con un inóculo estandarizado del microorganismo de prueba. Posteriormente, sobre la 

superficie del agar que tiene al microorganismo antagónico se colocan discos de papel de filtro 

(de aproximadamente 6 mm de diámetro), impregnados con una concentración estandarizada 

de un agente antimicrobiano, después de ello las placas de agar se incuban en condiciones 

adecuadas. Posterior a la incubación, si los antimicrobianos son eficaces, se desarrolla una zona 

de inhibición alrededor del disco de papel filtro, midiéndose los diámetros de la presencia o 

ausencia de una zona de inhibición alrededor de los discos. El diámetro de la zona de inhibición, 

describe la potencia antimicrobiana (Balouiri et al., 2016; Horváth et al., 2016; Tenover et al., 

2012; Christenson et al., 2012). 

2.6 Byrsonima crassifolia 

En México existen diversas especies frutícolas nativas y uno de estos frutales es el nanche, 

Byrsonima crassifolia (L). Kunth (Roque et al., 2012). El nanche es un árbol o arbusto, de la familia 

botánica de las Malpigiáceas, se encuentra distribuido en las zonas subtropicales de México, el 

vocablo nanche proviene del náhuatl nanzinxócotl que significa fruto ácido de las madres o 

ancianas. Incrementado su uso debido a que se utiliza como alimento en este caso la variedad 

de fruto dulce, medicina herbolaria de las hojas y corteza, los árboles para reforestar áreas con 

suelos pobres y forrajeo (Moreno, 2015; Medina-Torres et al., 2012; Martínez-Vázquez et al., 

1999). El nanche presenta una amplia distribución geográfica, se encuentra en toda la zona 

tropical que va desde el sur de Tamaulipas, este de San Luis potosí, Veracruz, Tabasco, Yucatán 

y Quintana Roo, en el vértice del golfo, Sinaloa, Nayarit, Michoacán, Guerrero, Oaxaca y Chiapas, 

en el vértice del pacífico (Moreno, 2015). 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/microorganism
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/zone-of-inhibition
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/zone-of-inhibition
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2.6.1 Características biológicas  

El nanche (Byrsomina crassifolia), es un árbol pequeño hasta de tres metros de altura con un 

tronco tortuoso y puede ramificarse desde el suelo. La corteza externa es agrietada y escamosa, 

se desprende en placas rectangulares, su color es desde un gris parda a moreno claro, en el 

interior es de color crema rosado, fibrosa y amarga. Las hojas son decusadas simples, aovadas a 

elípticas, son de color verde oscuro y casi glabras en el haz y presentan abundantes tricomas en 

el envés (Medina-Torres et al., 2012). Se han reportado una gran variabilidad en el tamaño, 

forma y color de fruto, así como sabor y consistencia de la pulpa (Medina-Torres et al., 2004). 

Estas diferencias son utilizadas para clasificar a los cultivos del nanche, con base en el sabor del 

fruto se distinguen tres grupos: dulce, ácido y agridulce, sin embargo, esto va cambiando a 

medida que el cultivo ha sido domesticado; reportándose la variedad silvestre denomina 

“changunga”, presentando frrutos con sabor ácido y la variedad domesticada denomina 

“nanche” presentando frutos de sabor dulce (Bayuelo-Jiménez et al., 2006; Medina-Torres et al., 

2004). 

En un estudio realizado por el grupo de investigación de Microbiologia de la UNPA, Zúñiga-Sierra, 

(2019), reportó un estudio sobre las características fenotípicas y un mapa de distribución de 

Byrsonima crassifolia en el municipio de Tuxtepec, Oaxaca. Reportó que la mayoría de los árboles 

evaluados (90%) son semisilvestres, también mencionó que las colonias más urbanizadas tenían 

en su mayoría árboles con frutos dulces, mientras que las zonas periurbanas, primordialmente 

tenían árboles de frutos ácidos. Indicó que, en congruencia con lo reportado por Raya-Pérez et 

al., (2010) y Bayuelos-Jiménez et al., (2006), los descriptores morfométricos como el largo de las 

hojas, ancho de las hojas, tipos y partes de las hojas no proporcionan elementos para discriminar 

entre nanche dulce y ácido, los únicos parámetros que mostraron diferencia entre la variedad 

dulce y la variedad ácida, fueron, el peso de las hojas y el diámetro de las hojas. Siendo mayores 

ambas características para el árbol con frutos ácidos. 

2.6.2 Usos medicinales y actividad biológica  

El nanche es utilizado en las regiones de México, América central y Sudamérica desde la época 

precolombina. Fue utilizado en la medicina tradicional por diversos grupos étnicos de México 

como: los nativos Mixe de Oaxaca y los Zoques, Tzeltal y Tzotzil de Chiapas; aún hoy en día, se 
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encuentra entre las diez plantas más utilizadas para trastornos gastrointestinales en el estado 

de Oaxaca, como tratamiento de diarrea y disentería, para inducción del parto, para el flujo 

vaginal y el tratamiento de estomatitis (Martínez-Vázquez et al., 1999). En diferentes regiones 

de la península de Yucatán se ha descrito el uso de las hojas y la corteza para el tratamiento del 

dolor de dientes, vaginitis, diarrea, bronquitis y asma. En Centroamérica, se han utilizado para 

el tratamiento de trastornos inflamatorios, también se han utilizado para el tratamiento de 

resfriados, infecciones cutáneas y mordeduras de serpiente (Muñiz-Ramírez et al., 2014). 

Tradicionalmente, se consume vía oral por la decocción en agua de la corteza o las hojas. La 

decocción de la corteza del árbol, se vende en los mercados regionales de México, con las 

siguientes indicaciones: facilitar la digestión, limpiar el estómago, estimular el apetito, “purgar 

el vientre de la mujer tras el parto”, inducir la secreción y “dar fortaleza a la mujer” (Moreno, 

2015). 

Por lo tanto, gracias a los reportes de la medicina tradicional, acerca de las propiedades curativas 

de las diferentes partes del árbol de B. crassifolia, ha surgido el interés de realizar estudios 

científicos para verificar las distintas actividades biológicas que se les atribuyen. Se ha reportado 

que los extractos de la hoja tienen actividad antioxidante, antifúngica, actividad 

fotoquimioprotectora contra el estrés oxidativo de la piel inducida por la radiación UVB, los 

aceites de hoja presentan actividad antimicrobiana (Roldan Sabino et al., 2018; Souza et al., 

2018; Souza et al., 2017; Vazquez- Cahuich et al., 2013; Cáceres et al., 1993). Las semillas tienen 

efectos hipoglucémicos debido a lactonas sesquiterpénicas, actividad antiviral contra el virus del 

herpes simple, efectos antidepresivos, actividad antiinflamatoria, efectos antihiperglucémicos y 

antihiperlipidémicos en fruta y semilla, efecto antiproliferativo del fruto, efecto antioxidante 

contra radicales de oxígeno y nitrógeno, efecto protector contra radicales peróxido (ROO) en 

eritrocitos humanos, actividad antimicrobiana de la semilla y del fruto, efecto de curación de 

heridas del fruto y semillas (Gutiérrez y Ramírez, 2016; Moreno, 2015; Mariutt et al., 2014; 

Muñiz-Ramírez et al., 2014; Pío-León et al., 2013; Muniz-Ramírez et al., 2013; Pérez-Gutiérrez y 

Muñiz-Ramírez, 2013; Herrera-Ruiz et al., 2011; Pérez- Gutiérrez et al., 2010; López et al., 2001). 

Actividad antimicrobiana en tallos y raíces (Martínez-Vázquez et al., 1999). Actividad 

antimicrobiana en corteza y actividad antiinflamatoria (Maldini et al., 2009; Rivero-Cruz et al. 

2009; Cáceres 1990). 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Actividad antimicrobiana en Byrsonima crassifolia  

Se han hecho estudios de la actividad antimicrobiana de las diferentes partes del árbol B. 

crassifolia, sin embargo, no existe puntualización si el material biológico es de la variedad de 

frutos dulces o ácidos. Fuentes etnobotánicas mencionadas por Medina-Torres et al., (2012), 

mostraron que entre las plantas más usadas para tratamientos gastrointestinales esta Byrsonima 

crassifolia. Fue examinada in vitro junto con otras plantas contra cinco enterobacterias 

patogénicas al hombre: Escherichia coli (infecciones urinarias y diarreas), Salmonella enteritis 

(fiebre tifoidea), Salmonella typhi (fiebre tifoidea), Shigela dysenteriae y Shigela flexneri 

(disentería) y la planta que mostró mayor actividad antimicrobiana fue Byrsonima crassifolia. 

Como se mencionó, se han reportado estudios sobre la actividad antimicrobiana de las raíces, 

tallos, frutos y semillas del árbol de B. crassifolia. Algunos de estos reportes se aprecian en la 

Tabla 4. 

Tabla 4. Actividad antimicrobiana en Byrsonima crassifolia. 

Parte de 
la planta 

Tipo de extracto Actividad Referencia 

Corteza 
 

Extracto 
hidroetanólico por 

maceración 

Inhibición de Escherichia coli enteropatógeno, Salmonella enteritidis, 
Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri 

Caceres et 
al., 1990 

Raíces y 
Tallos 

Extracto hexánico, 
acetato de etilo y 

metanol por 
maceración 

Los extractos de acetato de etilo de raíces y tallo, y los extractos 
metanólicos de raíces fueron efectivos contra Bacillus subtilis, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella typhi, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, S. 
epididermis, Streptococcus pneumoniae y Micrococcus luteus 

Martínez-
Vázquez et 

al., 1999 

Las 
semillas 
del fruto 

Extracto de hexano 
por maceración 

Inhibición de Bacillus cereus ATCC 11778, B. megaterium ATCC 
12872, B. subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, 
Sarcinia lutea ATCC 9341. Gram negativas: Escherichia coli ATCC 
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella paratyphi 
ATCC 6539, S. typhi ATCC 43971, Shigella boydii ATCC 9207, S. 
dysenteriae ATCC 13313, Vibrio mimicus ATCC 33654, V. 
parahemolyticus ATCC 43996. 

Muñiz-
Ramírez et 
al., 2014 
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En el caso de las raíces, al ser usadas limitan la utilización del árbol completo. Los frutos y semillas 

también son limitados, debido a la producción que se tiene a nivel comercial, también debido a 

que el fruto solo se obtiene por temporada. Existen otros órganos que forman parte del árbol, 

como la hoja y la corteza, los cuales se encuentran en abundancia, siendo escasos los estudios de 

actividad antimicrobiana.  

Las investigaciones que se han realizado han sido en partes del árbol de B. crassifolia, sin ser 

indicado de que variedad provienen los materiales biológicos de los antecedentes. Los extractos 

de los estudios mencionados en la Tabla 4 fueron obtenidos por métodos de maceración 

tradicional, por lo que resulta interesante determinar la actividad antimicrobiana en hojas y 

corteza del árbol de variedad fruto ácido usando un método de extracción por ultrasonido y 

prensado.  

Frutos Extracto hexánico, 
clorofórmico y 
metanólico por 

maceración 

Inhibición de Streptococcus A-3, Streptococcus A-4, Enterococcus 
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus 1, Staphylococcus aureus 
2, Staphylococcus aureus 3, Staphylococcus aureus 4, Staphylococcus 
aureus ATCC 29213, Escherichia coli A011, Escherichia coli A019, 
Escherichia coli A055, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella grupo 
A-1, Salmonella grupo A-2, Salmonella grupo PDY A-1, Salmonella 
grupo B, Salmonella grupo D  Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, 
Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Píon-León et 
al., 2013 

Corteza Extracto metanólico y 
partición soluble en 
diclorometano por 

maceración 

Inhibición de Bacillus subtilis 327, Escherichia coli ipm 389, 442, 
ATCC, Klebsiella pneumoniae 425, Pseudomona aeroginosa 339, 
Candida albicans 54, Staphilococcus aureus 375, 310, ATCC. 
Enterococcus faecium 379, Phorphyromonas gingivalis, 
Streptococcus mutans 

Rivero-Cruz 
et al., 2009 
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4.  JUSTIFICACIÓN 

Los árboles Byrsonima crassifolia de fruto dulce son una alternativa de producción frutícola, por 

ello son sujetos a la explotación comercial. Aunque las investigaciones muestran que existe 

actividad antimicrobiana de extractos orgánicos de raíces y tallos del árbol (Martínez-Vázquez 

et al., 1999), el uso de raíces limita la utilización del árbol completo. Muñiz-Ramírez et al., (2014), 

realizo una investigación sobre el efecto antimicrobiano de semillas del fruto, obteniendo el 

diterpeno 1 del extracto de semillas del fruto, indicando una posible aplicación a futuro, sin 

embargo, esta opción está limitada no solo porque la producción que el fruto tiene a nivel 

comercial, también porque solo se obtiene por temporada. 

En el municipio de San Juan Bautista Tuxtepec se encuentran ambas variedades, la variedad con 

frutos ácidos esta subutilizada, por lo que el objetivo de este trabajo es determinar la actividad 

antimicrobiana de los extractos de hojas y corteza de Byrsonima crassifolia de frutos ácidos para 

darle un valor agregado.  
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5. HIPÓTESIS 

Se ha reportado actividad antimicrobiana en diversas partes que conforman el árbol de B. 

crassifolia de fruto dulce y dado que no existen diferencias anatómicas considerables, con 

respecto con los árboles de fruto ácido es posible que éstos, también contengan metabolitos, con 

actividad antimicrobiana.  

6. OBJETIVOS 

6.1 Objetivo principal 

Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos de hojas y corteza de Byrsonima 

crassifolia variedad fruto ácido. 

6.2 Objetivos secundarios  

• Obtener tres extractos con diferente polaridad tanto de hoja como de corteza de B. 

crassifolia variedad fruto ácido por el método de ultrasonido. 

• Obtener un extracto etanólico de hoja y corteza por el método extracción asistida por 

ultrasonido y prensado (UPAE) 

• Determinar la actividad antimicrobiana de cada uno de los extractos por el método de 

difusión en agar (Kirby Bauer). 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Diagrama experimental 

En la Figura 1, se muestra el diagrama de la estrategia experimental de este estudio, presentando 

en orden cada uno de los métodos empleados para llevar a cabo la determinación de la actividad 

antimicrobiana de los extractos de hojas y corteza del árbol de Byrsonima crassifolia.  

 
Figura 1. Diagrama general de la estrategia experimental. Del lado izquierdo se muestra el procesamiento 
del material biológico hasta la preparación de los discos y del lado derecho se muestran los procesos de 
reactivación. 

7.2 Material biológico 

Se colectaron muestras de las hojas y corteza del árbol de Byrsonima crassifolia, ubicado en las 

inmediaciones de la Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec, Oaxaca con las coordenadas 

18.014107, -96.166519 (Figura 2). La colecta se realizó durante la época de fructificación del árbol 

durante el mes de agosto del 2016 y del 2017. 
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Figura 2. Mapa de ubicación de B. crassifolia. El punto rojo muestra la ubicación del sitio de colecta del 
material vegetal (Google Earth). 

Se cortaron ramas de aproximadamente 30 cm de largo y se apartaron las hojas en buen estado 

(Figura 3 B). Después de la selección, se pesaron y se colocaron en una malla de plástico, 

distribuyéndose para su secado. El secado de las hojas (Figura 3 A), se realizó mediante aire 

forzado natural, con un flujo de 0.0103 m3/s por aproximadamente 48 horas a temperatura 

ambiente de 30±2 °C (Roldan-Sabino et. al., 2018). 

La corteza de las ramas se desprendió con ayuda de un objeto punzocortante, obteniéndose 

segmentos pequeños de corteza que se pesaron y se secaron de la misma manera (IDEM) que las 

hojas, durante un tiempo de 24 horas (Figura 3 C). 

 

 

 

 

 

Figura 3. A) Hojas secas, B) Hojas seleccionadas en buen estado y C) Segmentos de corteza. 

Colonia Universidad  

A B C 
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Posteriormente, las hojas y la corteza ya secas se pesaron nuevamente, obteniendo la humedad 

del material biológico con la fórmula 1, 2 y 3. La hoja obtuvo una humedad de 104.25% y la corteza 

129.23%. Ambos materiales se trituraron (Figura 4 A) y se molieron por separado en una licuadora 

industrial. Posteriormente, se tamizaron por separado con una criba de 6.5 hilos/cm (0.5 mm). 

Las harinas obtenidas se pesaron y almacenaron para su posterior uso, en bolsas selladas y 

protegidas de luz y humedad a temperatura ambiente como se observa en la Figura 16 B y C 

(Roldan-Sabino et al. 2018). 

Humedad%: 
P agua muestra

P seco muestra
X100  (1) 

P  gu  mu  tr : P recipiente + muestra humeda - P recipiente + muestra seca (2) 

P   co mu  tr : P recipiente + muestra seca - P recipiente (3) 

P: peso 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Harinas obtenidas de hoja y corteza de B. crassifolia. A) Hojas trituradas B) Harina de hoja 
molida, C) Harina de corteza molida.  

7.3 Obtención de extractos de B. crassifolia 

Se obtuvieron extractos de hoja y corteza utilizando dos métodos de extracción: el método de 

extracción por ultrasonido (UE) y el método Ultrasound assisted extraction and pressing (UPAE), 

(Roldan-Sabino et al. 2018). El método de extracción UPAE en un estudio previo del grupo de 

trabajo. Se demostró que favorece la cantidad de sólidos totales extraídos sin afectar la actividad 

antioxidante de los compuestos extraídos. Sin embargo, no se sabe si tendrá el mismo efecto 

sobre la extracción de compuestos con actividad antibiótica por lo que es necesario revisar si 

existen diferencias entre el método de extracción UPAE con respecto del UE. 

A B C 



22  

7.3.1 Extracción por Ultrasonido (UE) 

La harina de hojas se dividió en cuatro partes en matraces Erlenmeyer de 250 ml, a los cuales se 

les añadió disolvente en cada matraz (proporción 1:4 p/v), se pesaron 37 g de harina y se le añadió 

150 ml del solvente por cada parte. Para la harina de corteza se agregaron 86.5 g y se añadieron 

300 ml de solvente en una sola parte (porción 1:3 p/v). El orden de los disolventes fue el siguiente: 

hexano, diclorometano y etanol. En cada caso, la mezcla sé sónico como se aprecia en la Figura 5 

A, durante 10 minutos con 5 minutos de descanso para controlar el aumento de la temperatura, 

esto se repitió hasta un tiempo de sonicación de 40 minutos a temperatura de entre 30 a 32 °C 

(Rojas et al., 2019). Inmediatamente, los 4 lotes se filtraron a través de papel filtro Whatman 

número 1 y un embudo, la solución se recuperó en un matraz bola previamente pesado y se 

concentró en rotavapor (Muñoz et al., 2015) como se muestra en la Figura 5 B y C, usando las 

condiciones descritas en la Tabla 5. 

Tabla 5. Condiciones del rotavapor para el secado de los extractos. 

 

El bagazo de los cuatro lotes se secó para evaporar el residuo del solvente y posteriormente fue 

sometido a extracción, secuencialmente, con cloruro de metilo y con etanol, repitiendo el 

procedimiento ya descrito. Al final del proceso, se pesaron los matraces balón con el extracto y 

se recuperaron los extractos, añadiéndoles 2 ml del solvente respectivo. Los extractos se pasaron 

a frascos ámbares y se almacenaron protegidos de la luz a 4 °C, para su posterior uso. El 

rendimiento de cada extracción se calculó con la siguiente fórmula (4): 

% Rendimiento: 
peso del extracto seco

peso inicial de la harina
X100   (4) 

 

Material vegetal 

(harina) 

Solventes Temperatura (°C) Presión (mbar) Tiempo (minutos) 

Hoja Hexano 40 264 40 

Diclorometano  40 850 40 

Etanol 30 97 30 

Corteza Hexano 40 264 40 

Diclorometano 40 850 40 

Etanol 30 97 30 
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Figura 5. Obtención de extractos de B. crassifolia: A) Sonicación, B) Filtración y C) Concentración de los 
extractos. 

7.3.2 Extracción Asistida por Ultrasonido y Prensado (UPAE) 

Para la obtención de extractos etanólicos de hoja o corteza se utilizó el método UPAE propuesto 

por Roldan-Sabino et al. (2018). En el que, a 4 g de la harina de hoja o corteza, se le añadieron 

16 ml de etanol, (proporción 1:4 p/v harina /etanol), este proceso se hizo por triplicado para 

hoja y corteza. Posteriormente, la mezcla se sometió a sonicación en un baño ultrasónico 

(limpiador ultrasónico BAKU BK-3550) por un tiempo de 20 minutos a temperatura ambiente 

por etapas de 5 minutos para controlar el aumento de la temperatura (Figura 6 A). A 

continuación, se realizó la separación por prensado en el cual el producto de extracción se 

recuperó usando un proceso de prensado con una jeringa de vidrio de 50 ml y un filtro de tamaño 

de poro fino de 6.5 hilos/cm (0.5 mm). Una vez filtrado el producto de extracción de hoja o 

corteza en un matraz balón, este se llevó a un kit de destilación simple (GL207, GLASSCO, 

MEXICO). El extracto se concentró a través de la evaporación del solvente (Figura 6 B). Ya 

obtenido el extracto se recuperó y se secó a 50 °C por 12 horas a peso constante y se obtuvo el 

rendimiento de sólidos extraídos, el cual se calculó usando la fórmula (4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. A) Sonicación y B) Destilación del producto extraído.  

B C A 

A B 
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7.4 Reactivación de cepas  

Se utilizaron cepas de Escherichia coli, Aeromonas spp., Pseudomonas spp. y Bacillus thuringiensis, 

estos microorganismos no fueron adquiridos a través de la American Type Collection (ATCC). Las 

cepas se reactivaron por resiembra en los medios de cultivo Agar Nutritivo (AN) y Luria Bertani 

(LB) y se realizaron algunas pruebas para verificar la identidad y pureza del inóculo. Entre ellas la 

tinción de Gram observada a 100 X (Rodríguez y Arenas 2018; Coico, 2005), tinción de esporas 

con verde malaquita observada a 100 X (Ragazzo-Sánchez et al., 2011)., pruebas de catalasa en 

tubo para cada una de las bacterias y resiembra de la bacteria Escherichia coli y Pseudomonas 

spp., en medio Eosina y Azul de Metileno (EMB) para la identificación. 

7.5 Actividad antimicrobiana (Kirby-Bauer) de extractos de B. crassifolia. 

La actividad antimicrobiana se realizó por el método de Kirby-Bauer (Bauer, 1966) con algunas 

modificaciones (Rodríguez et al. 2018).  

7.5.1 Preparación de las soluciones de extractos (solución stock) 

De cada uno de los extractos de hoja y corteza se prepararon soluciones de la siguiente manera: 

se añadieron 10 mg de extracto y 1 ml de etanol al 95%. Las soluciones se almacenaron 

(protegiéndolas de la luz a 4° C) para su posterior uso. 

7.5.2 Preparación de los discos  

Para la preparación de los sensi-discos se utilizaron discos de papel filtro 1 de un diámetro de 5 

mm, etiquetados con su respectiva muestra, a cada disco se le añadió la cantidad de 70 µl de 

solución stock (10 mg/ml) de extracto de hoja o corteza correspondiente. También se prepararon 

los sensi-discos de control positivo con solución de Gentamicina de la cual se añadieron 6 µl para 

una concentración final de 10 µg/disco y se prepararon sensi-discos de control negativo de etanol 

al 95% añadiendo 7 µl, Soporte + Etanol Evaporado, SEE (Rodríguez et al. 2018; Bauer, 1966). 

7.5.3 Preparación y barrido de la solución de inóculo  

De cada una de las bacterias empleadas se preparó una solución de inóculo microbiano, 

añadiendo una azada de cada una de las bacterias en 1.2 ml de solución salina. De la solución de 
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inóculo se añadieron 100 µL en una celda y se leyó en el espectrofotómetro UV-VIS (GENESYS 

modelo 10S) a 600 nm ajustando la D.O a 0.5. Posteriormente, se realizaron barridos de las 

soluciones del inóculo de las respectivas bacterias, efectuados de la siguiente manera: se 

retiraron 100 µL de solución de inóculo y se adicionaron en una caja Petri con 20 ml de medio 

sólido dependiendo la bacteria, haciéndose un barrido en todo el medio (Rodríguez et al. 2018; 

Bauer, 1966). 

7.5.4 Ensayo de Kirby Bauer 

Una vez listo el barrido se montaron los discos con soluciones de cada extracto, añadiendo 4 

discos más un disco con Gentamicina (control positivo) y otro con etanol al 95% (control 

negativo). Los ensayos se realizaron por triplicado para cada bacteria. Las cajas se incubaron 

durante 24 a 36 h a 37 ± 0.5 °C (Rodríguez et al. 2018; Bauer, 1966).  

7.5.5 Lectura e interpretación de resultados  

Una vez cumplido el tiempo de incubación se observó la presencia de los halos de inhibición. La 

lectura de los halos de inhibición se realizó midiendo el diámetro (mm) con un calibrador digital 

Vernier. La interpretación de los resultados del antibiograma se reportó como actividad 

antimicrobiana de los extractos de acuerdo al diámetro del halo de inhibición. 

7.6 Análisis estadístico. 

El análisis de las diferencias entre las medias de diámetro de los halos de inhibición se realizó por 

el análisis de varianza de una sola vía (ANOVA), donde se determinaron los mejores tratamientos 

mediante la prueba de Fisher usando el programa MINITAB 16. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

8.1 Reactivación de cepas  

Los microorganismos utilizados en la presente investigación no fueron adquiridos a través de la 

American Type Collection (ATCC), sin embargo, fueron previamente identificados y caracterizados 

en sus sensibilidades a antibióticos por parte del grupo de trabajo. Previo a su uso se realizaron 

algunas pruebas de caracterización parcial, con el fin de corroborar la identidad y adicionalmente 

asegurarse de trabajar con un cultivo axénico. Los resultados de esta actividad se muestran en la 

Tabla 6 y la Figura 7. Las muestras de Escherichia coli, Aeromonas spp. y Pseudomonas spp., 

mostraron únicamente bacilos Gram negativos (Figura 7 A, B, C). En el caso de la bacteria Bacillus 

thuringiensis se corroboró la presencia de esporas, como se muestra en la Figura 7 D (Bozzetta et 

al., 2017). También se realizó la prueba catalasa para cada una de las bacterias, como se observa 

en la Tabla 6 solo dos bacterias dieron positivo en burbujas de oxígeno, Bacillus thuringiensis y 

Aeromonas spp., estos resultados concuerdan con Bozzetta et al., (2017) y Castro-Escarpulli et al., 

(2002). Para la confirmación de identidad de Escherichia coli y Pseudomonas spp., se realizó una 

resiembra en medio EMB. E. coli presentó las siguientes características morfológicas: colonias 

grandes, un tono rosa púrpura en las colonias y no presentando el característico verde metálico, 

por tratarse de una cepa DH5-α. Pseudomonas spp., presento: colonias irregulares y un tono 

incoloro, esto de acuerdo a lo reportado por Becton Dickinson, (2013).  

Tabla 6 . Caracterización parcial de las bacterias empleadas. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Bacteria  Tinción de Gram  Tinción de Esporas 
(Verde Malaquita) 

Prueba Catalasa 

Escherichia coli Negativa  Negativa Negativa 

Aeromonas spp. Negativa   Negativa Positiva 

Pseudomonas spp. Negativa   Negativa Negativa 

Bacillus thuringiensis Positiva  Positiva Positiva 
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Figura 7.  Resultados de las pruebas de tinción de Gram de las bacterias empleadas.  Se muestran las 
bacterias tras la tinción de Gram: A) Escherichia coli (negativa), B) Aeromonas spp. (negativa), C) 
Pseudomonas spp. (negativa). D) Bacillus thuringiensis tinción de las esporas con verde malaquita. 
Aumento 100X. 

En el grupo de trabajo se realizó previamente un ensayó sobre la sensibilidad a antibióticos de 

Escherichia coli y Bacillus thuringiensis, dos de las bacterias empledas en este trabajo. En el caso 

de Escherichia coli mostró sensibilidad en todos los antibióticos utilizados como se observa en la 

Tabla 7, mientras que Bacillus thuringiensis presentó sensibilidad a los antibióticos Clindamicina, 

Eritromicina, Gentamicina y Claritromicina, mostró resistencia a Ceftriaxona y Ampicilina como se 

aprecia en la Tabla 7. 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Tabla 7. Caracterización de la sensibilidad a algunos antibióticos de Escherichia coli y Bacillus thuringiensis 

 

 

 

 

 

 

 
+= sensible (≥20 mm); ++= intermedio (15-20 mm); +++= resistente (≤15 mm). 
*: Considerados inherentemente resistentes; **: Considerados sensibles, aunque a la fecha no se han encontrado 
antecedentes bibliográficos; ***: considerados resistentes por el diámetro del halo, aunque no existen reportes.  

8.2 Obtención de extractos de B. crassifolia 

Los resultados del rendimiento de cada uno de los extractos obtenidos por el método de 

extracción por ultrasonido (UE) y el método de extracción asistida por ultrasonido y prensado 

(Ultrasound assisted extraction and pressing) UPAE, se muestran en la Tabla 8. Es importante 

mencionar que no se efectuaron promedios, desviaciones, tampoco un análisis estadístico de los 

rendimientos, debido a que solo se obtuvo una extracción con cada uno de los disolventes 

empleados, para determinar cuál era más eficaz. Realizándose solo un cálculo de rendimiento, 

obteniendo como resultado los datos que se encuentran en la Tabla 8. En los extractos obtenidos 

por el método de UE, el extracto que obtuvo mayor rendimiento de extracción fue el extracto 

etanólico de hoja. Como se puede observar en la Tabla 8, se obtuvieron diferentes rendimientos 

para los extractos de hoja. El mayor rendimiento, se obtuvo en el extracto etanólico con 4.72 %, 

seguido por el diclorometánico con 1.35 % y finalmente el extracto hexánico con un rendimiento 

menor de 0.76 %. En los extractos de corteza, el extracto etanólico obtuvo el mayor rendimiento 

con 2.31 %, seguido por el extracto diclorometánico y finalmente el hexánico con un rendimiento 

de 1.15 %. Respecto al tipo de material biológico, al comparar ambos materiales, el rendimiento 

del extracto etanólico y diclorometánico de la hoja fueron mayores a los de la corteza, mientras 

que para el extracto hexánico, el rendimiento fue mayor en el extracto de corteza.  

Antibióticos  Escherichia coli Bacillus thuringiensis 

Diámetro de 

inhibición (mm) 

Categoría  Diámetro de 

inhibición (mm) 

Categoría  

Clindamicina 22.02 + 34 +** 

Eritromicina 21.78 + 23.86 + 

Gentamicina 34.77 + 23.86 + 

Claritromicina 28.16 +* 21.66 +* 

Ceftriaxona 42.19 + 9.8 +++*** 

Ampicilina 58.88 + 11.73 +++ 
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En el extracto etanólico de hoja y de corteza obtenidos por el método de extracción UPAE, ambos 

extractos presentaron un rendimiento de extracción similar. Presentando ambos mayores 

rendimientos, a diferencia de los extractos etanólicos de hoja y de corteza obtenidos por UE. 

Tabla 8.  Rendimiento de los extractos de hoja y corteza obtenidos por el método UE y por el método 
UPAE. 

*Peso del residuo sólido  
**Calculado sobre peso seco de la harina. 

En general, la extracción con disolventes separa un compuesto a partir de una mezcla sólida o 

líquida, aprovechando las diferencias de solubilidad de los componentes de la mezcla, por lo que 

podemos decir que los rendimientos obtenidos se verán influenciados por el tipo de disolvente. 

Sin embargo, no se puede descartar que la eficiencia de la extracción puede verse influenciada 

por factores como el tamaño de partícula, el cual a su vez está relacionado con el tipo de tejido 

vegetal.  Los rendimientos obtenidos en este estudio pueden explicarse debido a las diferencias 

entre las partículas de harina obtenidas en cada tejido, lo cual pudo influir la interacción con el 

disolvente y por lo tanto la extracción de los compuestos. Las cortezas, al igual que la madera, 

están formadas químicamente por los componentes típicos de la pared celular: celulosa, lignina 

y por sustancias extraíbles, que se forman a partir del metabolismo secundario de las plantas y 

que contienen compuestos variados como terpenos, grasas, ceras, fenoles y azúcares, entre otros 

(Fengel y Wegener,1989). En el caso de las hojas, los componentes son muy similares, excepto 

que la proporción de lignina es mucho menor.  

 

 

 
Material 
biológico 
(harina) 

 
Extractos 

Tipo de extracción 

 UE UPAE 

Peso 
extracto* 

(g/PS) 

Rendimiento 
**(%) 

Peso 
extracto 

(g/PS) 

Rendimiento 
(%) 

Hoja Etanólico 7 4.72 0.2626 6.56 

 Diclorometánico 2 1.35 N/D N/D 

 Hexánico 1 0.67 N/D N/D 

Corteza Etanólico 2 2.31 0.2627 6.56 

 Diclorometánico 1 1.15 N/D N/D 

 Hexánico 1 1.15 N/D N/D 
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8.3 Actividad antimicrobiana (Kirby-Bauer) de extractos de B. crassifolia. 

 
Figura 8. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de hoja sobre el diámetro del halo de 
inhibición del crecimiento de E. coli. Todos los extractos presentaron diámetros significativamente 
mayores (p≤0.05) con respecto del control - (SEE). El control + (10 µg de Gentamicina) presento una 
diferencia significativamente mayor que el control negativo, pero también mayor que el tratamiento con 
los diferentes extractos. 
 

Figura 9. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de corteza sobre el diámetro del 
halo de inhibición del crecimiento de E. coli. Todos los extractos excepto el extracto hexánico 
presentaron diámetros significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control- (SEE). El 
control + (10 µg de Gentamicina) presento una diferencia significativamente mayor que el control 
negativo, pero también mayor que el tratamiento con los diferentes extractos. 
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En la Figura 8, se muestra el efecto de la exposición de Escherichia coli a los diferentes extractos 

de hoja, todos los extractos presentaron diámetros significativamente mayores (p≤0.05) con 

respecto del control - (SEE). Los diferentes extractos no mostraron diferencias entre ellos.  

Por otra parte, en la Figura 9, se muestra el efecto cuando se expuso a Escherichia coli a los 

diferentes extractos de corteza, se encontró que todos los extractos excepto el hexánico, 

presentaron diámetros significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control- (SEE). Los 

diferentes extractos no mostraron diferencias entre ellos (p≥0.05).  

El efecto de los extractos crudos puede deberse tanto a la composición de estos como a la 

sensibilidad que presenta la bacteria por diferentes antibióticos. La cepa empleada como se 

muestra en la Tabla 7, fue sensible a Gentamicina, Ceftriaxona, Ampicilina, Eritromicina, 

Clindamicina y Claritromicina, lo que coincide con algunos autores como Cantón et al., (2000). Lo 

que podría relacionarse con su respuesta a los extractos, y aunque es algo interesante no 

podemos descartar que sea solo un comportamiento de esta cepa en particular, ya que Figueira 

et al., (2011), estudiaron la sensibilidad de E. coli reportando resistencia a Eritromicina. Li et al., 

(2014), reportaron la resistencia por parte de E. coli a Ampicilina y Gentamicina. Por lo que sería 

interesante evaluarlo con otras cepas, ya que si E. coli es particularmente sensible a los extractos 

de B. crassifolia, sería importante continuar su estudio, ya que esta bacteria es una de las 

principales causantes de infecciones gastrointestinales y urinarias. 
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Figura 10. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de hoja sobre el diámetro del halo de 
inhibición del crecimiento de Aeromonas spp. Todos los extractos excepto el extracto diclorometánico 
presentaron diámetros significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control negativo (   ).  l 
control + (10 µg de Gentamicina) presento una diferencia significativamente mayor que el control 
negativo, pero también mayor que el tratamiento con los diferentes extractos excepto el extracto 
etanólico UPAE. 

 
Figura 11. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de corteza sobre el diámetro del halo de 
inhibición del crecimiento de Aeromonas spp. Todos los extractos excepto el extracto hexánico 
presentaron diámetros significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control -(SEE). El control + 
(10 µg de Gentamicina) presento una diferencia significativamente mayor que el control negativo, pero 
también mayor que el tratamiento con los diferentes extractos. 

Cuando se expuso a Aeromonas spp., a los diferentes extractos de hoja, todos los extractos 

excepto el diclorometánico, presentaron halos de inhibición significativamente mayores (p≤0.05), 
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con respecto del control negativo (SEE). Los diferentes extractos tuvieron un efecto diferencial, 

siendo mayor el efecto para el extracto etanólico  P   (p≤0.05), seguido del extracto etanólico 

   (p≤0.05) a su vez seguido del extracto hexánico (p≤0.05) como se observa en la Figura 10. Hay 

que destacar que, aunque el extracto hexánico muestra diferencias significativas con respecto del 

control negativo (SEE), no se muestran diferencias significativas con el extracto de 

diclorometánico (p≥0.05).  

Por otro lado, cuando se expuso a Aeromonas spp., a los diferentes extractos de corteza (Figura 

11), se encontró que todos los extractos excepto el hexánico, presentaron un efecto 

estadísticamente significativo (p≤0.05) sobre el diámetro de los halos de inhibición con respecto 

del control - (SEE) de dicha bacteria. La mayor inhibición se presentó con los extractos etanólicos 

(UPAE Y UE), los cuales no mostraron diferencia entre ellos (p≥0.05)., seguido del extracto 

diclorometánico (p≤0.05). Cabe destacar que el extracto hexánico no muestra diferencias 

significativas (p≥0.05) con respecto del control negativo (SEE).  

Este efecto diferencial puede deberse tanto a la composición de los extractos como a la 

sensibilidad diferencial de la bacteria a cada uno de estos componentes, lo que podría dar pie a 

interpretar que los compuestos de polaridad intermedia y baja no muestran inhibición del 

crecimiento en esta bacteria en particular. Por otro lado, no existe un consenso en cuanto a la 

sensibilidad a Aeromonas, ya que se ha reportado que es común observar diferencias en la 

resistencia a los distintos fármacos debido a la expresión de los diferentes mecanismos de 

resistencia (Yi et al., 2014). Por otro lado, aunque la bacteria usada en este estudio no fue 

caracterizada hasta especie, lo que dificulta la discusión, esta si fue sensible a Gentamicina en 

nuestros experimentos, lo que coincide con el autor Figueira et al., (2011). Perretta et al., (2019), 

estudiaron la sensibilidad de Aeromonas aislada de peces, lo que coincide con la bacteria 

empleada en este estudio y ellos reportan un 100% de sensibilidad a Enrofloxacina, y resistencia 

a Ampicilina, aunque algunos autores como Bello-López et al., (2019), mencionan que el género 

en un gran número de especies es multirresistente a antibióticos.  
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Figura 12. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de hoja sobre el diámetro del halo de 
inhibición del crecimiento de Pseudomonas spp. Los extractos etanólicos (UPAE y UE) presentaron 
diámetros de inhibición significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control negativo (   ), 
mientras que los extractos diclorometánico y hexánico no presentaron diferencias significativas. El control 
+ (10 µg de Gentamicina) presento una diferencia significativamente mayor que el control negativo, pero 
también mayor que el tratamiento con los diferentes extractos. 

Figura 13. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de corteza sobre el diámetro del halo de 
inhibición del crecimiento de Pseudomonas spp. Los extractos etanólicos (UPAE y UE) presentaron 
diámetros de inhibición significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control negativo (SEE), 
mientras que los extractos diclorometánicoo y hexánico no presentaron diferencias significativas. El 
control + (10 µg de Gentamicina) presento una diferencia significativamente mayor que el control 
negativo, pero también mayor que el tratamiento con los diferentes extractos. 
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En la Figura 12, se muestra la exposición de Pseudomonas spp., a los diferentes extractos de hoja, 

se encontró que solo los extractos etanólicos (UPAE y UE) presentaron un efecto estadísticamente 

significativo (p≤0.05) sobre el diámetro de los halos de inhibición con respecto del control 

negativo (SEE). Los extractos etanólicos tuvieron un efecto diferencial, siendo mayor para el 

extracto etanólico    (p≤0.05). Por otro lado, el extracto diclorometánico y hexánico no 

generaron halos de inhibición. En la Figura 13, se muestra la exposición de Pseudomonas spp., a 

los diferentes extractos de corteza, se encontró que solo los extractos etanólicos (UPAE y UE) 

presentaron un efecto estadísticamente significativo (p≤0.05) sobre el diámetro de los halos de 

inhibición con respecto del control negativo (SEE), en este caso los extractos etanólicos (UPAE y 

UE) no mostraron diferencias entre ellos (p≥0.05). No se muestran diferencias significativas en los 

extractos diclorometánico y hexánico (p≥0.05) con respecto del control negativo (SEE). 

Este efecto diferencial puede deberse tanto a la composición de los extractos como a la 

sensibilidad diferencial de la bacteria a cada uno de estos componentes, lo que podría ser 

interpretado a que los compuestos de intermedia y baja polaridad no muestran inhibición del 

crecimiento en esta bacteria en particular. Pseudomonas spp., es un habitante común de 

ambientes acuáticos, la especie mejor caracterizada es Pseudomonas aeruginosa, la cual es 

sabido que es resistente a un gran número de antibióticos (Álvarez et al., 2005). La información 

sobre otras especies de este género es escasa (Vaz-Moreira et al., 2012). En nuestro caso la 

bacteria con la que trabajamos no fue caracterizada hasta especie, sin embargo, mostró 

sensibilidad a Gentamicina tal y como reportan autores como Meng et al., (2020) y Pérez-Monrás 

et al., (2006). Es de destacar que Poole, (2005), reporto la resistencia de Pseudomonas a 

Gentamicina. Este resultado contradictorio puede deberse a lo mencionado previamente acerca 

de los diferentes mecanismos de resistencia de esta bacteria. Debido a la capacidad del género 

Pseudomonas de generar variedades resistentes a antibióticos, existe un gran interés por evaluar 

su capacidad o su resistencia a extractos vegetales. La mayoría de los reportes mencionan que los 

extractos metanólicos y etanólicos son capaces de inhibir a Pseudomonas (Heredia-Ortiz et al., 

2019; Vanegas- Arévalo 2020). Lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este estudio 

(Figura 12 y 13). Aunque es de destacar que existe mucha variación en la sensibilidad de la 

bacteria, por ejemplo, Vanegas- Arévalo, (2020), analizó 48 extractos de plantas del género Piper 



36  

de las cuales únicamente 3 mostraron potencial inhibidor contra diversas especies de 

Pseudomonas. 

Figura 14. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de hoja sobre el diámetro del halo de 
inhibición del crecimiento de Bacillus thuringiensis. Los extractos etanólicos (UPAE y UE) presentaron 
diámetros de inhibición significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control negativo (SEE), 
mientras que los extractos diclorometánico y hexánico no presentaron diferencias significativas. El control 
+ (10 µg de Gentamicina) presento una diferencia significativamente mayor que el control negativo, pero 
también mayor que el tratamiento con los diferentes extractos. 

En la Figura 14, se muestra la exposición de Bacillus thuringiensis a los diferentes extractos de 

hoja, se encontró que los extractos etanólicos (UPAE y UE) presentaron un efecto 

estadísticamente significativo (p≤0.05), mayor con respecto del control negativo (   ). Por otra 

parte, el extracto diclorometánico y hexánico no generaron halos de inhibición. Los extractos 

etanólicos (UPAE y UE) no mostraron diferencias entre ellos (p≥0.05).  

Cuando se expuso a Bacillus thuringiensis a los diferentes extractos de corteza como se muestra 

en la Figura 15, se encontró que los extractos etanólicos (UPAE y UE) presentaron un efecto 

estadísticamente significativo (p≤0.05), mayor con respecto del control negativo (   ). Por otra 

parte, el extracto diclorometánico y hexánico no generaron halos de inhibición. Los extractos 

etanólicos (UPAE y UE) no mostraron diferencias entre ellos (p≥0.05).  

Este efecto de los extractos etanólicos puede deberse tanto a la composición de estos, como a la 

sensibilidad de la bacteria, lo que podría ser interpretado como que los compuestos de polaridad 

intermedia y baja no muestran inhibición del crecimiento en esta bacteria. El género Bacillus ha 
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generado enfermedades en los humanos (Cortez-Sánchez et al., 2017; Pérez-Portuondo, 2012). 

La bacteria usada en este estudio, fue caracterizada, presentando sensibilidad y resistencia a 

diferentes antibióticos como se muestra en la Tabla 7, siendo sensible a Clindamicina, 

Eritromicina, Gentamicina y Claritromicina, siendo resistente a Ceftriaxona y Ampicilina, lo que 

coincide con algunos autores como Cuellar-Gómez, (1996) y Control de Calidad de Bacteriología 

(B-3/12). (s.f).  

Figura 15. Efecto de la exposición de los diferentes extractos de corteza sobre el diámetro del halo de 
inhibición del crecimiento de Bacillus thuringiensis. Los extractos etanólicos (UPAE y UE) presentaron 
diámetros de inhibición significativamente mayores (p≤0.05), con respecto del control negativo (SEE) 
mientras que los extractos diclorometánico y hexánico no presentaron diferencias significativas. El control 
+ (96µg de Gentamicina) presento una diferencia significativamente mayor que el control negativo, pero 
también mayor que el tratamiento con los diferentes extractos. 

Los resultados de la Figura 8 a la 15, indican que los extractos etanólicos de hojas y corteza fueron 

los más eficaces contra las especies bacterianas empleadas, lo que concuerda en cierta parte con 

lo reportado por Caceres et al., (1990), que estudiaron los extractos etanólicos de hojas, corteza 

y madera de B. crassifolia contra bacterias Gram negativas, siendo los extractos de corteza los 

únicos en presentar la actividad frente a todas las bacterias. En otra investigación reportada por 

Rivero et al., (2009), estudiaron el extracto metanólico de corteza frente a bacterias Gram 

positivas y negativas, presentando inhibición contra todas las bacterias. También existen otros 

estudios de la actividad antimicrobiana en otras partes que conforman el árbol reportando más 

eficacia en los extractos polares, tal es el caso de lo reportado por Martínez-Vázquez et al., (1999), 

estudiaron extractos de acetato de etilo, metanólicos y hexánicos de raíces y tallos contra 
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bacterias Gram positivas y negativas, presentando al extracto de acetato de etilo de raíz como el 

más activo contra las bacterias, seguido del extracto de tallo y después los extractos metanólicos. 

Píon-León et al., (2013) estudiaron el extracto metanólico, clorofórmico y hexánico obtenidos del 

fruto de B. crassifolia contra bacterias Gram positivas y negativas, reportando que el extracto con 

mayor actividad fue el metanólico, el cual inhibió a las Gram positivas y el extracto hexánico a las 

Gram negativas.  

La eficacia de la actividad antimicrobiana de los extractos polares se debe a la presencia de los 

diferentes compuestos que se encuentran en ellos. Rivero et al., (2009), identificando en el 

extracto metanólico de corteza los compuestos: β-amirina, Betulina, Ácido Betulinico, Ácido 

Oleico, Quercetina, Epicatequina, Ácido Galico y β-citosterol. Martínez-Vázquez et al., (1999), 

realizaron estudios fitoquímicos de los extractos de acetato de etilo y metanólicos de raíces y 

tallos, reportando la presencia de Saponinas, Taninos, Glicósidos y poca presencia de Flavonoides. 

Por último, aunque la eficacia de los extractos menos polares fue menor, esto pudo haber sido 

por la impureza del extracto crudo, ya que Muñiz et al., (2014) realizaron un estudio del 

compuesto Diterpeno Labdano obtenido del extracto hexánico, inhibió a bacterias Gram 

positivas y negativas. Es importante mencionar en la investigación actual no se realizó un estudio 

fitoquímico preliminar para identificar los compuestos que presenta la actividad antimicrobiana, 

sin embargo, Roldan-Sabino, (2019) realizó estudios fitoquímicos preliminares, reportando la 

presencia de fenoles, flavonoides en los extractos etanólicos de hoja y corteza del árbol de B. 

crassifolia variedad ácida, así como la presencia de Alcaloides en el extracto etanólico de hoja. 

Estos metabolitos ya han sido mencionados en la literatura que presenta mecanismos de acción 

frente a las dianas bacterianas como lo son la pared celular, la membrana plasmática, inactivando 

enzimas y proteínas necesarias para la síntesis proteica (Khameneh et al., 2019; Pisoschi et al., 

2018; Ferdes, 2018; Djilani y Dicko, 2012).  

En este estudio se obtuvieron extractos de hoja y corteza utilizando dos métodos de extracción: 

el método de extracción por ultrasonido (UE) y el método Ultrasound assisted extraction and 

pressing (UPAE). El método de extracción UPAE en un estudio previo del grupo de trabajo, 

demostró que favorece la cantidad de sólidos totales extraídos sin afectar la actividad 

antioxidante de los compuestos extraídos (Roldan-Sabino et al. 2018). Sin embargo, no se sabe si 

tendrá el mismo efecto sobre la extracción de compuestos con actividad antibiótica por lo que es 
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de interés observar si existen diferencias entre el método de extracción UPAE con respecto del 

UE. Por lo tanto, en cuanto a la comparación de la actividad antimicrobiana de los extractos 

etanólicos obtenidos por UPAE y UE, no mostraron diferencias significativas entre ellos en cada 

una de las bacterias empleadas a excepción frente a Aeromonas spp., quien presento sensibilidad 

contra el extracto etanólico UPAE de hoja, seguida por Pseudomonas spp., que presento 

sensibilidad frente al extracto UE de hoja.  

En cuanto al género Byrsonima, existen estudios de la actividad antimicrobiana en diferentes 

especies del género. Michelin et al., (2008), realizaron un estudio en los extractos metanólicos y 

clorofórmicos de las hojas de B. fagifolia, B. basiliba y B. intermedia, los extractos metanólicos 

fueron los únicos en presentar la actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram 

negativas, presentando también un estudio fitoquímico donde mostraron que los extractos 

clorofórmicos solo tuvieron la presencia de terpenos, mientras que los extractos metanólicos 

mostraron la presencia de catequinas, taninos, derivados de á. gálico y flavonoides. En otro 

estudio reportado por Sannomiya et al., (2005), evaluaron el extracto metanólico, 

hidrometanolico de hojas, así como las fracciones en cuanto a su posible actividad 

antimicrobiana, mostrando la actividad de todos frente a bacterias Gram positivas y negativas. 

También realizaron perfiles químicos donde obtuvieron presencia de flavonoides y derivados de 

catequinas e identificaron y aislaron cuatro compuestos; quercetina, galato de metilo, galato de 

(-)-epigalocatequina y quercetina-3-o-(2”-galloil)-a-L-arabinopiranósido.  
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9. CONCLUSIONES 

A partir de los resultados obtenidos, se determinó que los extractos de hojas y corteza del árbol 

de Byrsonima crassifolia variedad fruto ácido de la zona del Papaloapan, presentan actividad 

antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y negativas.  

En el actual trabajo, también se compararon los métodos UE y UPAE. Se obtuvo el mayor 

rendimiento en los extractos etanólicos de hoja y corteza por el método UPAE.  

Los extractos etanólicos de hoja y corteza obtenidos por el método UE, presentaron la mayor 

actividad sobre el crecimiento de todas las bacterias empleadas, con respecto del extracto 

diclorometánico y hexánico. Sin embargo, en el ensayo con Pseudomonas spp., el extracto 

etanólico de hoja presento una actividad antimicrobiana mayor comparada con el mismo extracto 

de corteza. Para las otras bacterias la actividad fue similar entre ellos.  

En cuanto a la comparación entre las actividades antimicrobianas de los extractos etanólicos 

obtenidos por el método UPAE y UE de hojas y corteza, no se obtuvieron diferencias significativas 

(p≤0.05) lo que nos lleva a sugerir que el uso de un método u otro (UPAE o UE) no influye en la 

actividad antimicrobiana, sin embargo, es de destacar que el método UPAE requiere de menor 

cantidad de materia prima para la obtención de los extractos.  

En cuanto a las bacterias, Aeromonas spp., fue la mas sensible frente al extrato etanólico UPAE 

de hoja, seguida de Pseudomonas spp., frente al extracto UE de hoja.  
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10. PERSPECTIVAS 

➢ Investigar más a fondo los extractos etanólicos de hoja y corteza, clasificando la actividad 

antimicrobiana que poseen mediante los métodos de dilución de CMI y CMB. 

➢ Probar los extractos etanólicos contra bacterias reportadas como resistentes o patógenas, 

así como en otros microorganismos; hongos y parásitos. 

➢ Hacer un estudio fitoquímico completo para identificar los diferentes metabolitos 

secundarios que se encuentren en la hoja y corteza, así como la identificación, aislamiento y 

elucidación para establecer las estructuras químicas de los compuestos. 
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12. ANEXOS 

Roldan-Sabino, C., Viñas, O., Parra, A., Galero, N.X., Avila, A.X., Hernandez, A. (2018). Effect of 

Sonication and Pressing on Recovery of Compounds with Antioxidant Activity from Leaves and 

Bark of Byrsonima crassifolia. 
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Resulta interesante que el extracto etanólico tenga un alto contenido 
de miliEquiv AAy una alta actividad antioxidante, reportes de actividad 
antioxidante en otras plantas, con alto potencial biotecnológico, 
muestran valores similares por ejemplo, M. oleífera, (75%) <4>, flores de 
plátano cuya IC50 es de ,77mg/mL en extractos metanólicos <5>. Es 
necesario profundizar en el estudio del extracto para determinar la 
especie química de dicha actividad.

CONCLUSIONES
Se determinó que las hojas del árbol B. crassifolia tienen una buena 
actividad antioxidante, comparadas con otras plantas de alto potencial 
biotecnológico. Y tiene una IC50 comparativamente baja respecto de 
otras plantas de alto potencial biotecnológico. Ambas características 
se presentan en todos los extractos pero el extracto etanólico es 43 y 
50 veces, más alto que en el cloruro de metileno y el hexánico 
respectivamente. Por lo que se considera que la hoja de Nanche agrio 
podría ser una fuente de compuestos antioxidantes.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El rendimiento de harina tamizada de 80%. El rendimiento 
de los extractos etanólico, hexánico y cloruro de metileno 
fue de 4.7, 0.67 y 1.35 % respectivamente.

curva de a.ascorbico

y = 8029.4x + 5.9017 
R2 = 0.9703

Se realizo una curva 
de inhibición del 
DPPH con diferentes 
concentraciones de 
ácido ascórbico 
Figural.
Los resultados en 
adelante, se
presentaran en forma 
de Miliequivalentes 
de ácido ascórbico 
(mEquAA) y de % de 
inhibición.

o.oos o.oi 

concentración de a.ascorbico (mg/mL)

es purgante,

Figura 2.Act¡vidad antioxidante de los extractos de B. Crassifolia

CI50 de DPPH (mg/mL)

antigonorréicas, antieritema,

La concentración requerida para 
inhibir el 50% de la actividad 
oxidante de DPPH. se observan en 
la Figura 3. El extracto etanólico 
muestra un mayor poder 
antioxidante, ya que se requiere 43 
y 50 veces menos cantidad para 
inhibir al 50% de la actividad 
oxidante del DPPH.

Se calculó la actividad 
antioxidante de los tres 
extractos en mEquAA/g. En la 
Figura 2 se muestran los 
resultados. Los tres extractos 
muestran capacidad
antioxidante, sin embargo, el 
extracto etanólico tiene la 
mayor cantidad de mEquAA/g 
(86.70±9.2), seguido del 
Cloruro de metileno 
(25.09+9.3) y finalmente el 
extracto hexánico (11.3±3.6).

’ Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec., Circuito Central 200, Parque Industrial, San Juan Bautista Tuxtepec. C.P. 68301 Oaxaca, México. 
^Sistema Producto Nopal del Distrito Federal A.C. Sonora sur n.2 Barrio Los Ángeles, Milpa Alta, C.P. 12000 CDMX, México

Correo electrónico del autor de correspondencia. Email: *alehz74@yahoo.com.mx
INTRODUCCION
Byrsonyma crassifolia esta distribuido desde México hasta 
Brasil. La variedad dulce es muy apreciada por sus frutos 
muy aromáticos y de sabor característico, no así la 
variedad ácida <1-3>.La explotación comercial en México, se 
encuentra limitada a la recolección de frutos en la 
temporada!2).
En la medicina tradicional se ha reportado que la hoja tiene 
propiedades diuréticas, 
antierisipela, antivómito, antihemorroides, disminuye el 
dolor de cabeza, el de garganta, 
desinflamatoria e hipoglicemiantes<3>.
Sin embargo, la información sobre sus propiedades es 

escasa y aunque existen reportes de usos comerciales y 
medicinales, éstos no se han basado en trabajo científico.
El objetivo de este trabajo es determinar la actividad 
antioxidante del nanche agrio para determinar su potencial 
biotecnológico.

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
CI50 de 0PPH (mg/ml)

FIGURA 3.Concentración inhibidora 50 sobre la actividad oxidante de DPPH en los 
extractos DE S. Cmssifolio.

Actividad antioxidante de hojas de B. 
crassifolia
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de hoja y corteza con Aeromonas(n=3)

Figura 3. Actividad antimicrobiana de hoja y corteza con Pseudomonas spp (n=3)
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En el caso de la bacteria Pseudomonas spp. en los extractos de hoja y corteza se observó 
que los extractos EtOH 1 y 2 son los que tienen hatos de inhibición (Figura 3). Siendo mayor 
la actividad para el extracto EtOH 2 de la hoja.

Los resultados se comportan de manera similar a lo reportado en otras plantas como 
Cestrum buxifolium Kunt en donde se ha reportado que la actividad antibiótica se concentra 
en tos extractos etanólicos (4)
Los extractos actúan de manera selectiva, ya que no tienen un efecto homogéneo en todas 
las bacterias. La bacteria mas sensible fue Aeromonas spp. seguida de Pseudomona spp. y 
E.coli.
La bacteria Aeromonas spp; es muy sensible a los extractos de nanche esto es importante 
ya que está considerado dentro de tos patógenos emergentes a nivel mundial y se asocia a 
cuadros infecciosos gastrointestinales y de la piel. Es un genero de importancia clínica que 
tiene que ser tratado mediante nuevas sustancias que lo puedan inhibir*5'

Finalmente, tos estudios muestran que el nanche de la Región de Tuxtepec, tiene un 
potencial biotecnológico, pero se requieren mas estudios a fin de caracterizarlo mejor, ya 
que las referencias al respecto son escasas.

CONCLUSIÓN
• Los resultados parecen mostrar que Byrsinoma crassifolia tiene actividad antimicrobiana.
• La actividad antimicrobiana de B.crassifolia se concentra en el extracto etanólico.
• Existen diferencias en la susceptibilidad al extracto entre las diferentes bacterias 

empleadas.
• Aeromonas spp es una bacteria emergente de importancia clínica por lo que es interesante 

que sea muy susceptible al extracto EtOH.
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En el caso de la bacteria Aeromonas spp., se observó que para hoja el único extracto con 
actividad fue EtOH tantol como 2 (Figura 2).
En tos extractos de corteza con la bacteria Aeromonas ssp. se observó que todos tos 
extractos inhiben la bacteria a diferente susceptibilidad, siendo tos mas activos EtOH 1 y 2 
(Figura 2.)

INTRODUCCION

OBJETIVO

MATERIALES Y METODOS

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 1. Actividad antimicrobiana de hoja y corteza con E. coli. (n=3)

Se utilizaron 3 especies bacterias (E.coli, Aeromonas spp.y Pseudomonas spp.) para 
determinar la actividad antimicrobiana de tos extractos de hoja y corteza y se observó que 
para E. coli, todos los extractos tienen actividad antimicrobiana, tanto tos de corteza como 
tos de hoja. Los hatos de inhibición son similares entre todos tos extractos. (Figura 1). 
Adicionalmente, no existen diferencias entre el extracto EtOH 1 y EtOH 2

El objetivo de este trabajo es determinar la actividad antimicrobiana de 
hojas y corteza de Byrsonima crassifolia y determinar si la actividad se 
mantiene tras un año de almacenamiento de los extractos.

TRITURACION Y TAMIZADO
• En licuadora industrial

• Del polvo do las hojas y corteza (8 hilos Zcm)

El nanche (Byrsonima crassifolia) es un árbol ampliamente distribuido en la 
zona de Tuxtepec, Oaxaca. Debido a que se utiliza como alimento, 
medicina herbolaria y para reforestar áreas con suelos pobres*1 \ El fruto 
de las variedades dulces, tienen una gran importancia comercial*2).

En la medicina tradicional, se ha reportado el uso mediante infusiones de 
hojas y corteza y se les atribuyen propiedades antidiarreicas, astringentes, 
antiinflamatorias y antioxidantes *1-2-3>.
Sin embargo, la información científica de las actividades biológicas de 
esta planta son escasas. Por lo que es necesario seguirlas investigando.

COLECTA
Municipio de San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca. en 

etapa de fructificación en Agosto de 2016 Y 2018

EXTRACCIÓN LIQUIDO SOUDO ASISTIDA POR 
ULTRASONIDO Y AGOTAMIENTO CON TRES DISOLVENTES 

EtOH2.EtOH'.HX’ y CH2CL2'.
separación con papel filtro (n°1 millipore) 

CONCENTRACION EN ROTAVAPOR 
Los extractos se trasvasaron a Viales

SE OBTUVIERON :
• Cosecha 2018 Extracto etanólico (EtOH 2).
• Cosecha 2016 Extracto etanólico (EtOH ').

• Extracto hexánico(HX
• Extracto de cloruro de metileno(CH2CL2 1).

ACTIVIDAD AÑTÍMi^^^ÑA MEDIANTE EL 

MÉTODO DE KIRBY BAUER
Bacterias: E.coli., Aeromonas spp. y Pseudomonas spp. 

con exposiciones de 700 pg en metanol. 
Se usó 9.6 pg de Gentamicina como control +. 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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Sección de materiales y métodos  

7.4 Reactivación de cepas  

Tinción de Gram  

Se hizo un frotis de manera normal, se se fijó con calor, pasándose el portaobjeto rápidamente 2 

o 3 veces por la flama del mechero. Después se colocaron dos varillas de vidrio sobre la tarja y se 

colocó encima la preparación fijada, se agregaron 2 gotas de cristal violeta por 1 minuto y después 

se lavó con agua destilada, se cubrió con 2 gotas de Lugol por 30 segundos, posteriormente se 

lavo y se aplicó el decolorante y se lavó de inmediato con agua, posteriormente se aplicaron 2 

gotas de safranina reposando por 30 segundos y se lavó con agua, después de secarse se observo 

al microscopio con el objetivo 100 X (Rodríguez y Arenas 2018; Coico, 2005). Repitiéndose para 

cada una de las bacterias.  

7.4.2 Tinción Schaeffer-Fulton 

Se hizo un frotis de manera normal, se se fijó con calor. Se tiño con el reactivo verde malaquita 

5% por 5 minutos evitando que se secara el colorante añadió un poco más del reactivo y se lavó 

con agua destilada, posteriormente se cubrió con safranina por 30 segundos, se lavó y después 

de secarse se observo al microscopio con el objetivo 100 X (Ragazzo-Sánchez et al., 2011). Este 

procedimiento se realizó en todas las bacterias. 

7.4.3 Prueba de catalasa  

Se realizaron medios líquidos de LB y AN para resembrar a las bacterias, se añadió 5 ml de medio 

y se añadió con el asa bacteriológica, la muestra de la bacteria, se llevaron a incubar a 37° C por 

24 a 36 horas, de la las bacterias resembradas en medios líquidos se tomó una muestra de 400 µl 

y se añadió a un tubo, donde también se añadieron 800 µl de peróxido de hidrógeno y se dejó 

reposando por 1 minuto. Este procedimiento se realizó en cada una de las bacterias. 

 


