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Resumen

En la actualidad, alrededor del 80% de la poblacion recurre a la medicina tradicional como
su principal forma de atencién médica, debido a la baja incidencia de presentar efectos
adversos. No obstante, el incremento de las infecciones bacterianas derivadas de la
resistencia antimicrobiana constituye una amenaza para la salud publica. Ante este panorama,
ha surgido la necesidad de explorar alternativas terapéuticas, en particular agentes
antimicrobianos de origen natural derivados de extractos vegetales, frente a patdgenos de

relevancia clinica.

El objetivo de la presente investigacion es determinar la actividad antibacteriana de los
extractos de las plantas Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L., y Paronychia argentea
Lam. frente a bacterias de importancia clinica. La metodologia incluy6 la adquisicion de
plantas, secado, molienda, preparacion de los extractos de hidroetanol, etanol, hexano y
cloroformo en maceracion y extraccion asistida por ultrasonido (EAU). Las pruebas
antimicrobianas se realizaron unicamente con los extractos hidroetandlicos segun las
indicaciones de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024). El analisis
fitoquimico se determind con los extractos de etanol, hexano y cloroformo. Los
microorganismos utilizados fueron Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. y Staphylococcus aureus.

En los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana se encontré que los extractos presentan
diversos efectos de inhibicion frente a los microorganismos de estudio, siendo el mas eficaz
H. sabdariffa L. Los cromatogramas permitieron comprobar la presencia de compuestos
fenolicos como flavonoides y taninos, terpenoides y alcaloides que han sido reportados con
actividad antimicrobiana. Estos resultados podrian contribuir al desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas basadas en los fitocompuestos identificados.

Se puede concluir que los extractos vegetales estudiados podrian ser una alternativa de
tratamiento para infecciones bacterianas, podrian actuar en sinergia con los antibidticos
convencionales, mejorando la actividad antibacteriana y reduciendo potencialmente la

cantidad del antibidtico que se requiere para tratar las infecciones bacterianas.
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Introduccion

Para garantizar un futuro saludable y sostenible, es importante controlar las infecciones
causadas por los microorganismos de importancia clinica. En los ultimos afios, las
investigaciones cientificas han priorizado la buisqueda y desarrollo de nuevas terapias
antimicrobianas como opciones alternas a los tratamientos con antibidticos conocidos,

debido al aumento de la resistencia que exhiben los patégenos microbianos en todo el mundo.

Actualmente, las terapias basadas en plantas han atraido una atencion significativa. Por ende,
se han estudiado varias plantas medicinales, que son utilizadas en la medicina tradicional y
alternativa, ya que representan un sistema vegetal valioso que exhiben propiedades
medicinales. Partes de las plantas como son las hojas, flores, tallos, frutos y raices contienen
compuestos activos que inducen efectos terapéuticos y se utilizan como agentes medicinales.
La etnobotanica es una disciplina cientifica que estudia las interrelaciones entre el hombre
primitivo con las plantas, dedicada a documentar y analizar el conocimiento botdnico. La
fitoterapia consiste en el uso de productos de origen vegetal con propiedades medicinales
respaldados por una evidencia cientifica, para la prevencion y el tratamiento de
enfermedades. Su principal ambito de aplicacion son las afecciones leves y moderadas, asi
como las enfermedades cronicas. Las plantas medicinales han sido utilizadas por la sociedad
desde tiempos ancestrales, contribuyendo al bienestar y ayudando a reducir la incidencia de
enfermedades, incluidas las epidemias. No obstante, el enfoque principal de la etnobotanica
es documentar y preservar el conocimiento de la medicina tradicional, asi como los agentes
terapéuticos presentes en las plantas. Las plantas medicinales han recibido una atencién
creciente en los Ultimos afios debido a que sus efectos secundarios son significativamente

menores a los ocasionados por farmacos sintéticos.

Artemisia annua L. es una planta anual reconocida como “ajenjo dulce” o “ajenjo anual”, es
miembro de la familia Asteraceae que presenta un valor medicinal. Presenta propiedades
antipaludicas, antiinflamatorias, antibacterianas y anticancerigenas. Asi mismo, se ha
demostrado que el aceite fundamental es antibacteriano contra una amplia variedad de

bacterias gramnegativas y grampositivas en experimentos.

Hibiscus sabdariffa L., también conocida como “roselle” o “jamaica”, es una planta perenne

de la familia Malvaceae. Su extracto muestra actividades biologicas, que incluyen
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propiedades antioxidantes, antihipertensivas, antidiabéticas y antibacterianas. Contiene
compuestos bioactivos como polifenoles, flavonoides y antocianinas que confieren los

efectos terapéuticos.

Paronychia argentea Lam., es una planta silvestre que pertenece a la familia
Caryophyllaceae, es conocida cominmente como “t¢ arabe” o “sanguinaria”. Su extracto
tiene actividades antioxidantes, antimicrobianas y nefroprotectoras. Un andlisis demostrd
diferentes compuestos fitoquimicos bioactivos como flavonoides, 4cido vainilico, luteolina

y quercetina.

La presente investigacion busca establecer el efecto y la posible actividad antimicrobiana de
los extractos obtenidos a partir de Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L., Paronychia
argentea Lam. con potencial antimicrobiano frente a seis bacterias de importancia clinica en

México, mediante pruebas de susceptibilidad con método fenotipico y perfil fitoquimico.

Marco tedrico

Historia de las plantas medicinales

Las plantas medicinales son un sistema vegetal beneficioso, ya que proporcionan alimento,
ropa, refugio, forraje, combustible, madera y propdsitos medicinales que son indispensables
para la biodiversidad y la sociedad humana; realizan acciones sinérgicas debido a la presencia
de compuestos bioactivos para el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades,
incluidas las epidemias. Las plantas medicinales se han utilizado en la atencion médica desde

la antigiiedad en paises como India, Egipto, China, Grecia y México (Raj & Jhariya, 2024).

La medicina tradicional es un conjunto de practicas de salud, enfoques, conocimientos y
creencias en medicinas basadas en el uso de plantas, animales y minerales, asi como de
terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios, con la finalidad de tratar, diagnosticar y

prevenir enfermedades y promover el bienestar de los pacientes (Mekonnen et al., 2022).

Las plantas medicinales que contienen agentes terapéuticos han sido utilizadas en la atencion
sanitaria para tratar enfermedades humanas y, en la actualidad continian siendo una valiosa
fuente para la identificacion y el desarrollo de nuevos farmacos (Hussain et al., 2019). La
evidencia més antigua de su uso en la elaboracion de remedios se encuentra en una tablilla

de arcilla sumeria descubierta en Nagpur que data de hace 5,000 afios, la tablilla contenia 12
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formulas para la produccion de farmacos, mencionando mas de 250 plantas, incluidas algunas

ricas en alcaloides como la amapola, el belefo y la mandragora (Balkrishna et al., 2024).

Origen de la etnobotanica

Desde una perspectiva cientifica, la etnobotanica surgi6é como resultado de la coevolucion de
la botanica y la antropologia a lo largo de los siglos XVIII y XIX. No obstante, en el siglo
XX se convirtié en un campo de estudio (Camou ef al., 2016). Harshberger en 1896 acui6
por primera vez el término etnobotanica y lo defini6 como “el estudio de las interrelaciones

del hombre primitivo con las plantas” (Harshberger, 1896).

Hoy en dia, la etnobotanica se define como una disciplina cientifica dedicada a documentar,
analizar y comprender el conocimiento botanico que poseen los diferentes grupos culturales
que habitan el planeta. Examina sus creencias y cosmovisiones en relacion al mundo vegetal,
asi como las interacciones y practicas que establecen con las plantas para aprovechar sus

multiples beneficios (Camou et al., 2016).

Uno de los objetivos de los etnoboténicos es explorar la importancia de las plantas. Por ende,
los estudios etnobotanicos son utiles para identificar, difundir y documentar el conocimiento
de diversas sociedades y la aplicacion de la diversidad vegetal para las enfermedades
humanas. El conocimiento etnobotanico es de suma importancia ya que comprende tanto las

plantas silvestres como las domesticadas (Hussain et al., 2019; Mekonnen et al., 2022).

Composicion fitoquimica y usos terapéuticos de las plantas medicinales

Diversas partes de las plantas, como son las hojas, raices, corteza del tallo, frutos, flores e
incluso la planta completa, pueden ser utilizadas en la elaboracion de medicamentos debido
a que estas estructuras contienen compuestos bioactivos también conocidos como
fitoquimicos que generan efectos terapéuticos, de forma directa e indirecta, y se utilizan como

agentes medicinales (Raj & Jhariya, 2024).

En funcion de su papel en el metabolismo, los compuestos organicos presentes en las plantas
se dividen en dos grupos: metabolitos primarios y secundarios. Los primarios son moléculas
que participan en las vias biosintéticas de componentes esenciales de las células vivas, como

los aminoécidos en las proteinas, los nucledtidos en los acidos nucleicos, los azlicares como
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recurso energético y los polisacaridos o los fosfolipidos como constituyentes principales de

las membranas celulares (Rajcevic et al., 2022).

Los metabolitos secundarios, también conocidos como metabolitos especializados debido a
que poseen una gran variedad de funciones especificas diferentes. Estos se pueden clasificar
principalmente en tres grupos mayoritarios: los terpenoides, los alcaloides y los fendlicos.
Los terpenoides son compuestos no polares que forman parte de mezclas complejas y
volatiles llamadas aceites esenciales (AE) u oleorresinas, y se pueden clasificar en funcion
del numero de unidades de isopreno que poseen. Desempefian un papel importante en las
interacciones entre las plantas y el medio ambiente, protegiendo a las plantas de infecciones
causadas por microorganismos. Los alcaloides son compuestos organicos nitrogenados
heterociclicos solubles en agua con sabor amargo, que protegen a las plantas de los
herbivoros. Los fendlicos se pueden dividir en varios grupos: flavonoides, taninos y
cumarinas. Los flavonoides son compuestos polifenodlicos caracterizados por una estructura
benzo-y-pirano, los taninos son fendlicos poliméricos con propiedades astringentes, y las

cumarinas son un grupo de benzopironas aromaticas (Rajcevi¢ et al., 2022).

Las plantas pueden contener una amplia variedad de fitoquimicos como los compuestos
fendlicos (acidos fenolicos, cumarinas, quinonas, lignanos y ligninas, flavonoides,
isoflavonoides, estilbenos, y polifenoles como los taninos), terpenos como los terpenoides,
alcaloides, esteroides, y saponinas, representados en la figura 1 (Pefarrieta ef al., 2014;
Sanchez, F., 2022; Socorro, J., 2022). Los componentes fitoquimicos inducen poder
medicinal en diversas plantas que también promueven significativamente diferentes acciones
farmacolodgicas en el cuerpo humano (figura 2). Estas sustancias presentan beneficios para la
salud, como son los efectos antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatorios,

anticancerigenos, etc (Yao ef al., 2023; Raj & Jhariya, 2024).
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Figura 1. Representacion de los fitocompuestos presentes en las plantas. Elaboracion propia.
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Figura 2. Propiedades terapéuticas de los fitoquimicos presentes en las plantas. Elaboracion propia.

Se ha comprobado que una sola especie puede ser capaz de producir diferentes compuestos
bioactivos, lo que pone de manifiesto la complejidad y riqueza bioquimica de la flora de

Meéxico. La efectividad de las plantas medicinales radica en sus compuestos fitoquimicos,



cuya concentracion y produccion varian segun la especie, etapa fenologica y estructuras de

la planta, asi como a los factores bioticos y abioticos (Cupido ef al., 2024).

En los sistemas de medicina tradicional, diferentes partes de las plantas medicinales silvestres
han sido utilizadas durante siglos, su principal caracteristica es que sus efectos secundarios
son significativamente menores a los ocasionados por farmacos sintéticos (Ajaib et al.,

2010).

Etnobotanica en México

Meéxico posee una amplia cultura etnobotanica, destacando su herbolaria como una de las
mas diversas del mundo gracias a la riqueza vegetal y cultural que han convergido desde
tiempos prehispanicos en nuestro territorio. Se estima que existen 23,400 plantas vasculares,
de las cuales 3,000 poseen efectos medicinales (Josabad et al., 2017). De esta manera, la
enorme diversidad bioldgica y cultura de México brinda un excelente escenario para el
estudio de practicas bioculturales que han sido clave para el descubrimiento de compuestos

bioactivos (Cupido et al., 2024).

En la época actual en México, millones de personas tanto de zonas urbanas como rurales
utilizan la medicina tradicional debido al limitado acceso a servicios de salud. A su vez, las
culturas originarias o indigenas que permanecen hoy en dia continuan dependiendo en gran
medida de las plantas medicinales para tratar y prevenir una variedad de enfermedades o
sintomas. De tal forma, que se integra un sistema dindmico de generacion y aplicacion de
conocimientos de cada cultura presente en el pais, heredado por generaciones mediante la
transmision oral, formando parte de su memoria colectiva y que representan su patrimonio

biocultural (Cupido et al., 2024).

A continuacidn, se mencionan algunos ejemplos de plantas fitoterapéuticas.
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Planta de ajenjo dulce (Artemisia annua L.)

Taxonomia

0

TS T S

Reino: Vegetal

Subreino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Familia: Asteraceae

Género: Artemisia

Nombre cientifico: Artemisia annua L.

Nombre comun: ajenjo dulce

Etimologia

Figura 3. Flores, hojas y ramas de Artemisia
annua L. (Bernatoniene et al., 2024).

99 ¢e

Artemisia annua L., también conocida como “ajenjo dulce”, “ajenjo de azucar”, “hierba de

salvia de caramelo” y “ajenjo anual”, es una planta originaria de china (figura 3 y 4). Unica

especie del género Artemisia que florece anualmente y forma parte del miembro de la familia

Asteraceae que tiene un valor medicinal muy significativo. También se le conoce como Qing

Hao en chino antiguo, que se traduce como “hierba verde”. Artemisia es un grupo de plantas

que lleva el nombre de la diosa griega Artemisa, cuyo nombre significa “la que cura la

enfermedad” (Ahamd et al., 2023).

Figura 4. Planta de Artemisia annua L. de dos meses de edad, antes de la floracion (Jacobus et al., 2023).

Descripcion

Es una hierba o arbusto anual, muy ramificada, escasamente pilosa e intensamente aromatica.

Presenta tallos cilindricos erectos de 0.2 a 0.6 cm de diametro, de color marréon violaceo a
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parduzco, acanalado, cubierto de pelos pequenos y estrechamente dispersos; ramas de 30 a
80 cm de longitud, las hojas miden 3—5 cm de largo, 2—4 cm de ancho, alveoladas, ovadas,
glandulares, diferenciadas en hojas inferiores pecioladas, hojas superiores sésiles y hojas
superiores bracteadas de color verde oscuro o parduzco, el arbusto puede crecer hasta 2.5 —

3.0 m de altura (Rolta et al., 2021).

La inflorescencia se encuentra en panoja terminal, con flores de la cabezuela pequeiias, de 2
a 3 mm, de color amarillo, con bracteas anchas, globulares, acuminadas; el fruto es un
aquenio ovoide gris, con alrededor de 0.5 mm. Las hojas y la inflorescencia poseen tricomas
glandulares con alto contenido de aceite volatil, lo cual le proporciona una fragancia especial

y sabor ligeramente amargo.

Distribucion geografica y requisitos ecolégicos

Artemisia annua L. se encuentra de forma natural en las secciones del norte de las provincias
de Sui yuan y Chahar de China. Actualmente se distribuye en las principales partes del
mundo, por ejemplo, Asia, Europa y América del Norte. Se cultiva ampliamente en las
regiones de las zonas subtropicales templadas y templadas frias del mundo, cominmente en

los paises asiaticos en las areas sur y suroeste (Ahamd et al., 2023).

La planta crece preferible en condiciones de clima relativamente calido y seco, la temperatura
del aire 6ptima para su cultivo es entre 20 a 25 °C. Puede prosperar en una variedad de tipos
de suelo con un pH entre 4.5 y 8.5, suelos profundos con méas de 30 cm de capa arable y debe

tener excelentes condiciones de drenaje.

La luz solar y los suelos bien aireados son necesarios para una mayor tasa de germinacion de
las semillas. 4. annua L. no se adaptaba al tropico, porque es una planta anual de dia corto,
de poco mas o menos 13 h luz, y que por tanto floreceria de pequeiio tamano sin lograr
suficiente biomasa (Soni ef al., 2022). Se necesita de un periodo 6ptimo de exposicion a la
luz para optimizar la produccion de principios activos, principalmente de artemisinina. Las
concentraciones mas altas de artemisinina se observan durante el periodo de floracion. El
tiempo desde la siembra hasta la cosecha de esta planta es de 4.5 a 5 meses (Ekiert et al.,

2021).
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Historia del uso de A. annua L.

A. annua L. se ha utilizado en la medicina tradicional china como farmaco antipirético y
antipaludico durante mas de 2,000 afios, se ha extendido en todo el mundo bajo diversas
condiciones climaticas debido a su eficacia terapéutica contra la malaria, la tos y el resfriado,

por mencionar algunos (Ekiert et al., 2021).

Durante la guerra de Vietnam, los soldados norvietnamitas y el personal militar chino se
vieron gravemente afectados por la malaria, por lo que enviaron una solicitud formal a los
dirigentes chinos para que ayudaran a resolver el problema de la malaria. En 1972, se aislo
por primera vez la artemisinina como un compuesto puro de Artemisia annua L. y se
demostré que poseia potentes propiedades antipalidicas. Este compuesto activo fue
identificado como lactona sesquiterpénica, que se encuentra presente en los tricomas de las
hojas de la planta. No obstante, las flores y las hojas de 4. annua L. contienen el 89% de la

artemisinina total cuando la planta alcanza la madurez completa (Jacobus et al., 2023).

Principales componentes quimicos y compuestos bioactivos

La fitoquimica de esta hierba estd dominada por las lactonas sesquiterpénicas (terpenoides),
las cumarinas, los flavonoides y otros metabolitos secundarios. No obstante, Artemisia annua
L. es una fuente rica de fitocompuestos como monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides,
compuestos alifaticos, cumarinas y aceites esenciales (Soni et al., 2022), representados en la

figura 5.
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Figura 5. Representacion de los fitocompuestos presentes en Artemisia annua L. Elaboracion propia.
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Los monoterpenos son los principales ingredientes del aceite esencial y son responsables del
aroma potente de la planta. Los principales componentes del aceite esencial contienen
canfeno, limoneno, mirtenol, o y B-pineno, borneol, alcanfor, carvona, a-terpineno y 1,8-
cineol. Ademas de la artemisinina, se encuentran otras lactonas sesquiterpénicas en el
extracto acuoso/alcohdlico de A. annua L. como la arteannuina, el arteéter, el acido

artemisinico, la dihidroartemisinina, el artesunato y el acido dihidroartemisinico.

Esta planta produce mas de 100 tipos de compuestos quimicos y su perfil de metabolitos
secundarios varia con el cambio en las diferentes condiciones climaticas y geograficas. La
maxima acumulacion de artemisinina y &cido artemisinico (compuesto precursor) se ha
reportado en tricomas glandulares presentes en la superficie de la planta (hojas y botones

florales) (Soni et al., 2022).

Usos fitoterapéuticos de A. annua L.

Actualmente, se conoce que la decoccion de toda la planta de 4. annua L. tiene multiples
propiedades terapéuticas como antipaludica, antitumorales, antioxidantes, antihelminticas,
antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, antipiréticas, antisépticas, antiespasmodicas,

carminativas y citotoxicas (Soni et al., 2022; Ahamd et al., 2023).

Planta de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
Taxonomia
¢ Reino: Vegetal
Subreino: Plantae
Division: Antophitas
Clase: Dicotiledonea
Familia: Malvaceae
Género: Hibiscus

Nombre cientifico: Hibiscus sabdariffa L.

S = S S

Nombre comiin: jamaica
Figura 6. Hojas y caliz de Hibiscus

sabdariffa L. (Gweyi et al., 2021).
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Etimologia

Hibiscus sabdariffa L. también conocida como “jamaica”, “rosa de jamaica”, “rosa de
abisinia”, “acedera roja”, “acedera india”, “rosella o roselle”, pertenece a la familia de las
malvéceas originaria de Africa tropical. El género Hibiscus incluye mas de 300 especies de
hierbas, arbustos y arboles anuales o perennes. Las especies de este género se destacan a
menudo por sus vistosas flores y se las conoce comunmente como hibisco o malva rosa

(figura 6y 7).

Figura 7. Planta de Hibiscus sabdariffa L. (Pande & Kannan, 2025).
Descripcion
Es una planta herbacea anual, que se puede cultivar en climas secos y subtropicales de todo
el mundo. El crecimiento de esta planta posee un sistema radicular bien desarrollado y
profundo, presenta tallos lisos y abundantes que se encuentran muy ramificados y de corteza
color rojo, crece hasta alcanzar 3 m de altura. Sus hojas mas bajas son ovaladas y verdes vy,

las hojas superiores son tri o pentalobuladas alternas en el tallo (SADER, 2021).

Las flores son asilares o en racimos terminales, los pétalos son de color blanco con un centro
rojizo en la base de la columna estaminal. La inflorescencia se presenta solitaria en las axilas
de las hojas, respecto al tamafio miden aproximadamente de 6 a 12 cm de ancho. Su fruto es
una capsula ovoide de cinco lobulos, recubierta por un caliz carnoso, rojo intenso y rico en

acido malico, conteniendo alrededor de 20 semillas, (figura 8) (Pérez, 2018).
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Figura 8. Fruto maduro de Hibiscus sabdariffa: (A) los calices carnosos; (B) capsula de semillas verdes

(Gweyi et al., 2021).

Hibiscus sabdariffa L. es una planta que produce un céliz comestible, su sabor nico y su
color rojo brillante hacen que tenga un alto valor como producto alimenticio. Los productos
comunes derivados incluyen medicina herbaria, alimentos como salsas y ensaladas a partir
del caliz, bebidas, gelatinas, perfumes, mantequilla, postres, entre otros (Abdalbasit et al.,

2021; Leyva et al., 2024).

Distribucion geografica y requisitos ecolégicos

Esta planta crece en climas tropicales y subtropicales con lluvia estacional. Se cultiva
ampliamente en diversas regiones del mundo, como México, América Central, Egipto, China,
Tailandia, Taiwéan, Vietnam, Sudan, entre otras. El cultivo requiere 4-8 meses con
temperaturas nocturnas de 21°C y maés, pero no soporta dafos por heladas y niebla, y el rango
de temperatura durante la estacion de crecimiento debe estar entre 10 y 35°C (Pérez, 2018;

Abdalbasit et al., 2021).

Durante las etapas de desarrollo vegetativo y floracion, el rango de temperatura 6ptimo es de
22 a 36°C. La planta requiere de un fotoperiodo de 12 horas luz, se desarrolla en suelos
profundos, permeables y fértiles, con una textura franco-arenosa con materia organica

moderada y se puede establecer en suelos de pH de 5.5 a 7.5 (Montiel et al., 2021).

El cultivo de jamaica requiere un abastecimiento pluvial de 5 a 10 pulgadas durante los
primeros meses de crecimiento, los periodos secos son deseables para los Gltimos meses de

desarrollo.

Historia del uso de H. sabdariffa L.

El olor caracteristico de la jamaica se debe a la presencia de compuestos volatiles. Un estudio

realizado en 1992 demostré que la planta de roselle contiene mas de 25 compuestos volatiles.
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Posteriormente, se identificaron alrededor de 37 compuestos volatiles en extractos de roselle,
entre estos derivados de aztcar, derivados de 4cidos grasos, terpenos, derivados fendlicos y

compuestos diversos (Gweyi et al., 2021).

Principales componentes quimicos y compuestos bioactivos

Esta planta es rica en fibra dietética y contiene altas cantidades de compuestos bioactivos o
fitoquimicos, incluyendo acidos orgénicos (acido hidroxicitrico, acido de hibisco, acido
citrico, acido malico y &cidos tartaricos), antocianinas (delfinidina 3-sambubidsido y
cianidina-3-sambubiodsido), acidos fendlicos (&cido protocaticoico y acido cafeico),
flavonoides (galato de epigalocatequina y catequina), y compuestos volatiles (3-metilbutan-

1-ol, fenilacetaldehido y 4cido acético) (Gweyi et al., 2021).

La variedad verde de este cultivo es rica en vitamina C, riboflavina, -caroteno y elementos
minerales como hierro y magnesio. Los calices contienen altas cantidades de antocianinas
como cianidina, cianidina-3-sambubidsido, delfinidina, delfinidina-3-sambubi6sido y

malvidina (Abdalbasit et al., 2021).

Usos fitoterapéuticos de H. sabdariffa L.

Los compuestos fenolicos que son extraidos de los hibiscos se utilizan de diversas formas,
como antioxidantes, hiperlipidemiantes, son eficientes contra las lipoproteinas de baja

densidad, aunque son muy sensibles al oxigeno, temperaturas extremas y la luz ultravioleta

(UV) (Abdalbasit et al., 2021).

Las antocianinas, estructura quimica representada en la figura 9, son compuestos altamente
bio-reactivos y se ha demostrado que la ingesta de infusiones o tés de los calices de H.
sabdariffa L. tiene efectos positivos en la salud de los consumidores debido a que se han
utilizado para tratar varias enfermedades, entre ellas la fiebre, infecciones microbianas,
diabetes, la hipertension arterial, el estrefiimiento, el cancer, las enfermedades cardiacas, las

infecciones del tracto urinario y trastornos hepaticos (Gweyi et al., 2021).
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Figura 9. Estructura quimica general de las antocianinas. Elaboracion propia.

Planta de sanguinaria (Paronychia argentea Lam.)
Taxonomia
¢ Reino: Vegetal
Subreino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Familia: Caryophyllaceae

Género: Paronychia

Nombre cientifico: Paronychia argentea Lam. Figura 10. Flor de Paronychia argentea
Lam. (Curini et al., 2024).

AL S U NS T S N S S Y

Nombre comun: sanguinaria

Etimologia

Paronychia argentea Lam. es una planta herbacea que fue descrita por primera vez por Jean-
Baptiste Lamarck, pertenece a la familia Caryophyllaceae y se conoce cominmente como
“hierba de sangre”, “mermasangre”, “nevadilla”, “picapitata”, “sanguinaria”, “sanguinaria
menor”, “raiz de clavo plateado”, “panadizo plateado” o “té arabe” (Kassaretlahdjer,

Fettatetlahdjer o Bissatelmoulouk) (Veeraraghavan et al., 2020).

Es una planta perenne ampliamente distribuida en Argelia. Sin embargo, crece de forma
silvestre en lugares baldios, margenes de campos no cultivados y fronteras de campos de
paises como Jordania, Siria, Egipto, Libia, Espana, Argelia, Portugal y México (Sait et al.,

2015; Alenizi et al., 2020).
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Descripcion

P argentea Lam. es una especie hermafrodita y la polinizacion se lleva a cabo a través de
insectos. Se considera una planta perenne con tallos que se extienden sobre el suelo, mide de
30 — 50 cm de altura. Las hojas presentan un tamafio de hasta 2 mm de largo y 5 mm de
ancho, no son pilosas, linear-lanceoladas y a veces ovadas con puntas agudas. Tiene capitulos
florales laterales y terminales, densos, entremezclados con hojas. Las flores de esta planta
son pequenas y dispuestas en cabezuelas rodeadas de bracteas hialinas (figura 10 y 11). Todo

el afio posee hojas y las flores aparecen de julio a agosto (Belarbi ef al., 2014).

Figura 11. Tallos y flores de planta Paronychia argentea Lam. (P. argentea Lam.) (Sait et al., 2015).

Distribucion geografica y requisitos ecolégicos

El hébitat principal de la planta P argentea Lam. incluye toda el area alrededor del mar
Mediterraneo. Se ha reportado en lugares baldios de montafias; Irbid, Ajloun, Jarash, Amman,
Karak, Tafila y Mafraq. También se encuentra ampliamente distribuida en Jordania, Siria,
Palestina, Libia y Egipto, donde crece de forma silvestre en duras condiciones ambientales
de altas temperaturas, bajas precipitaciones, altas tasas de evaporacion y suelo salino (Faten
et al., 2020). Esta planta se desarrolla bien en suelos arenosos y arcillosos, no puede crecer a
la sombra, debido a que requiere una exposicion total al sol. Crece en terrenos abandonados

o secos, descampados, dunas y zanjas (Veeraraghavan ef al., 2020).

Historia del uso de P. argentea Lam.

La especie Paronychia argentea Lam., es una planta tradicionalmente prescrita por los
antiguos herbolarios, es originaria del bajo Marruecos, Egipto y la cuenca mediterranea,
comunmente conocida como té arabe. Se utilizaba en el antiguo Egipto para tratar el asma,

calculos y colicos renales (Mechraoui et al., 2021).
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Principales componentes quimicos y compuestos bioactivos

P. argentea Lam. contiene tocoferoles, flavonoides, fendlicos y terpenoides (Curini ef al.,
2024). No obstante, tiene un alto contenido de flavonoides como isorhamnetina, quercetina
y luteolina. El acido fenodlico mas abundante encontrado en el extracto de P. argentea Lam.

fue el acido ferulico (AF), un fitoquimico natural comun que se encuentra en hojas y semillas.

Segtin Abdelkhalek en el 2021, en un analisis por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) se detectaron 16 compuestos, donde se reveld que los compuestos polifendlicos mas
abundantes encontrados en el extracto de P. argentea Lam. fueron acido galico, kaempferol,

quercetina, acido elagico, miricetina y acido feralico (Abdelkhalek ef al., 2021).

Asi mismo en otro estudio se identificaron algunos compuestos que se describieron por
primera vez en esta especie, entre ellos, isorhamnetina-3-O-dihex6sido, quercetina-3-O-
glucosido, quercetina-metil-éter-O-hexosido, quercetina, jaceosidina e isorhamnetina. Estos
flavonoides, junto con algunos acidos fenolicos y taninos, son responsables de los efectos

terapéuticos que presenta esta planta (Arkoub et al., 2020).

Usos fitoterapéuticos de P. argentea Lam.

La P. argentea Lam. se utiliza ampliamente en la medicina popular para el tratamiento de
diversos trastornos, como calculos renales, infecciones del tracto urinario, enfermedades

gastrointestinales, ademas de resfriados y fiebre (Alenizi et al., 2020).

La revision de la literatura de P argentea Lam. mostrd las grandes bioactividades
medicinales debido a que su extracto tiene actividades antioxidantes, antimicrobianas,

nefroprotectoras, antiinflamatorio, antidiabético, etc (Veeraraghavan et al., 2020).

Preparacion de los especimenes para la obtencion de compuestos bioactivos de origen
vegetal

Técnicas de secado

Se pueden utilizar muestras frescas y secas para la extraccion. Las muestras secas son
preferibles porque son mas duraderas y faciles de almacenar, por otro lado, las muestras
frescas se deterioran mas rapido y pueden afectar la composicion de las muestras. Los
procesos de secado de muestras de plantas incluyen el secado al aire, el secado al horno y el
secado indirecto con luz solar. El proceso que se recomienda para lograr un alto rendimiento

es el secado al aire, aunque requiere mucho tiempo. Los procesos de secado al horno y con
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luz solar indirecta son mas rapidos, pero dan un rendimiento de extraccién menor (Xiu et al.,

2023).

Existe otro método de secado por microondas, el cual seca la muestra empleando el principio
de oscilacion molecular (conservacion de energia cinética en energia térmica) que se facilita
mediante la radiacion electromagnética. Sin embargo, esto puede degradar los fitoquimicos.
El secado al aire no aplica calor como lo hacen los métodos de secado en horno y secado con

luz solar, por lo que los compuestos termolabiles se pueden conservar (Xiu ef al., 2023).

Las muestras con un tamafio de particulas mas pequefio tienen mas areas de interaccion con
el solvente de extraccion, lo que conduce a un mejor rendimiento y eficiencia de la
extraccion. Por lo general, se utilizan morteros, batidoras o molinos eléctricos para moler

(Xiu et al., 2023).

Técnicas de extraccion

Maceracion
La maceracion es la técnica de extraccion mas sencillo que se utiliza habitualmente en la

industria o en el laboratorio, la cual requiere que los materiales vegetales en polvo se
sumerjan en el disolvente en un recipiente tapado durante al menos 3 dias a temperatura
ambiente con agitacion constante para garantizar que el componente soluble se disuelva en
el disolvente. Este proceso se realiza con la finalidad de ablandar y romper la pared celular
de la planta para liberar fitoquimicos solubles de los materiales vegetales. Una vez realizada
la maceracion, la mezcla se cuela y se prensa. Los liquidos se clarifican mediante filtracion
o decantacion. El tipo de disolventes utilizados en el proceso de extraccion determina el tipo
de compuestos bioactivos que se extraen, en la maceracion se utiliza una mezcla acuosa o
mezcla de agua con etanol, por lo general el etanol al ser un producto que pueda utilizarse

para la industria alimentaria (Cano, 2022).

Extraccion por Soxhlet

Se utiliza cominmente cuando la muestra solida tiene una solubilidad limitada en el solvente
y hay impurezas insolubles presentes en la muestra. Se pueden utilizar diversos disolventes
con diferente polaridad para este tipo de extraccion segun el principio de “lo similar disuelve
a lo similar”. Un disolvente altamente polar como el agua es adecuado para la extraccion de

flavonoides hidroéfilos y dcidos hidroxicinamicos (Xiu et al., 2023).
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Los compuestos bioactivos de la muestra se obtienen mediante una técnica de reflujo en la
que el disolvente de extraccion se calienta y hierve continuamente para convertirse en
vapores y condensarse nuevamente en el dedal que contiene las muestras. Es un proceso

continuo que puede durar algunas horas hasta que la muestra se convierte en un sélido seco

y fino (Xiu et al., 2023).

Técnica por Microondas
La extraccion asistida por microondas (EAM) emplea energia de radiacion de microondas

para facilitar la particion del analito de la matriz de muestra al solvente mediante la
interaccion entre los dipolos de materiales polares y polarizables (como las moléculas de
agua, disolventes o muestras). El método de extraccion EAM sin disolventes se utiliza para
extraer compuestos volatiles, mientras que los métodos de extraccion con disolventes se

utilizan para compuestos no volatiles (Xiu ef al., 2023).

Esta técnica de extraccion requiere de menos solvente y es mas eficiente en términos de
tiempo debido a que se produce por conduccion de calor y la alta temperatura vaporiza las
moléculas de agua que residen en las células vegetales. La vaporizacion aumenta la presion
en las células vegetales y altera las paredes celulares para liberar los compuestos bioactivos

(Xiu et al., 2023).

Técnica por Ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) o extraccion por sonicacion es una técnica que
aplica ultrasonido a una frecuencia de 20 kHz a 2,000 kHz y se basa en el principio de la
cavitacion en las paredes celulares, la cual permite la generacion de burbujas en el solvente
y liberacion de compuestos bioactivos. Especificamente, las ondas ultrasonicas de alta
frecuencia alteran y aumentan la permeabilidad de las paredes celulares de las plantas para
liberar los compuestos solubles y extraibles. La extraccion ultrasonica es adecuada para

extraer componentes fenolicos (Xiu et al., 2023).

Extraccion con fluidos supercriticos (EFS)

Esta técnica es una de las tecnologias de extraccion mas avanzadas que se utilizan para la
extraccion de alimentos y productos naturales. Un fluido supercritico posee las propiedades
térmicas y fisicas tanto de un gas como de un liquido cuando estdn en una condicion en la

que la temperatura y la presion se encuentran por encima de sus puntos criticos. Los fluidos
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utilizados en la extraccion por EFS son el dioxido de carbono (CO,), agua, etanol, metano y

acetona (Xiu et al., 2023).

Durante el proceso de extraccion, los componentes objetivo de la muestra de planta se
disuelven primero en el fluido supercritico a temperaturas y presiones especificas. El
disolvente supercritico provoca un efecto de hinchamiento en la estructura celular y se
produce la disolucion del soluto. Finalmente, la caida de presion en el sistema conduce a la

separacion del extracto del agente solvatante que se revierte a su forma original (Xiu ef al.,

2023).

Técnicas de caracterizacion de fitocompuestos en extractos vegetales

La caracterizacion fitoquimica es de suma importancia para la identificacion quimica y el
analisis de los compuestos presentes en los extractos de plantas, en términos de estructura
quimica, peso molecular, cargas superficiales, tamafio y grupos funcionales. Existen varios
equipos analiticos que se encuentran involucrados en la caracterizacion quimica de los
extractos, como es la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM)
para la identificacion de compuestos, la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR, por sus siglas en inglés) para la caracterizacion de grupos funcionales, Zetasizer para

el analisis de carga superficial y tamafio de particula (Xiu et al., 2023).

La cromatografia es una técnica analitica que se utiliza ampliamente en los laboratorios,
generalmente se clasifica en tres tipos basicos segin la fase moévil utilizada: cromatografia
de gases (GC), cromatografia liquida (LC) y cromatografia de fluidos supercriticos (SFC).
La GC se utiliza principalmente para el andlisis de sustancias orgéanicas volatiles y
térmicamente estables; la LC es conveniente para el andlisis de sustancias no volatiles o
térmicamente inestables, mientras que la SFC se emplea para separaciones de compuestos

que no se pueden separar por GC o LC (Pastor ef al., 2023).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM)
La cromatografia de gases (CG) es una técnica analitica ideal para el andlisis de sustancias

volatiles y térmicamente estables de una mezcla. Es una técnica de cromatografia en
columna, en la que la fase movil es gas y la fase estacionaria puede ser solida o un liquido
inmovilizado sobre un soporte s6lido inerte en una columna capilar o empaquetada. Se basa

en las diferentes afinidades de los componentes de vapor por las superficies. La CG implica
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vaporizar una muestra liquida e inyectarla en la cabeza de la columna. Bajo un gradiente de
temperatura controlado, la muestra es transportada a través de la columna por el flujo de una
fase movil gaseosa inerte. Los volatiles se separan posteriormente en funcion de diversas
propiedades, como el punto de ebullicion, el tamafio molecular y la polaridad. Algunos
compuestos interactuan con las superficies solidas con mayor intensidad que otros y se
ralentizan en su recorrido por la columna. La molécula con mayor afinidad hacia la fase
estacionaria se retiene mas tiempo, es decir, tiene mayor tiempo de retencion y se eluye mas
lentamente. Al final de la columna hay un detector especializado que produce una senal a
medida que cada compuesto sale; la intensidad de la sefial es proporcional a la cantidad
relativa de cada componente. Al representar graficamente la sefial en la pantalla, se obtiene
un pico para cada componente de la mezcla. El patron de picos, o "cromatograma", es
reproducible para cualquier muestra, siempre que se procese por la columna de la misma

manera (Jones, 2019; Xiu et al., 2023; Agilent, 2024).

La cromatografia de gases (CG) puede depender de varios principios fisicoquimicos para la
separacion. La CG depende no solo de la adsorcion, la particion o la exclusion por tamafo
para la separacion, sino también del punto de ebullicion del analito para obtener un mayor

poder de resolucion (Reineccius & Qian, 2024).

La cromatografia de adsorcion (liquido-s6lido) usa una fase estacionaria (adsorbente) solida
que permite la interaccion diferencial con los componentes de la muestra a evaluar (figura
12). Las fuerzas intermoleculares principales responsables de la adsorcion cromatografica
incluyen: las fuerzas de Van der Waals, fuerzas electrostaticas, enlaces de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas. El orden de elucion de los compuestos de estas fases estacionarias
adsortivas (silice o alimina: adsorbentes polares) a menudo puede predecirse en funcion de
sus polaridades relativas. Los compuestos con los grupos funcionales mas polares se retienen
con mayor fuerza en adsorbentes polares y, por lo tanto, se eluyen en ultimo lugar. Los solutos
apolares se eluyen primero. Un modelo propuesto para explicar el mecanismo de la
cromatografia liquido-sdlido es que las moléculas de soluto y disolvente compiten por los
sitios activos en el adsorbente. Se utiliza para separar compuestos no polares aromaticos o

alifaticos, carotenoides, vitaminas liposolubles.
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La cromatografia de particion (liquido-liquido) utiliza una columna de material de soporte
inerte finamente dividido para mantener inmévil la fase liquida (fase estacionaria), mientras
que el segundo liquido, un disolvente inmiscible (fase movil), fluye sobre ella,
proporcionando asi un contacto intimo entre ambas fases (figura 12). Los solutos se reparten
entre las dos fases liquidas segun sus coeficientes de particion, de ahi el nombre de
cromatografia de particion. Las sustancias polares hidréfilas, como los aminoacidos, los
carbohidratos y los pigmentos vegetales hidrosolubles, suelen separarse mediante

cromatografia de particién de fase normal.

La cromatografia de exclusién por tamaiio (SEC) o exclusion molecular utiliza una fase
estacionaria que consiste en un material de relleno de columna que contiene poros de tamafio
comparable al de las moléculas a fraccionar. Los solutos demasiado grandes para entrar en
los poros viajan con la fase mévil en el espacio intersticial (entre particulas) fuera de los
poros (figura 12). Por lo tanto, las moléculas mas grandes se eluyen primero. En el sistema
SEC ideal, las moléculas se separan Unicamente en funcion de su tamafio; no se produce
interaccion entre los solutos y la fase estacionaria. En caso de que se produzcan interacciones

soluto/soporte, el método de separacion se denomina SEC no ideal.

Las moléculas
grandes se
excluyen

o _ f
Seccion @ S
transversal de o NoN\/®

una columna
liquida abierta

Soluto
adsorbido en la
~———— superficie de la
fase
estacionaria

Moléculas
pequenas
Soluto disuelto penetran en los
en la fase poros de las
liquida unido a particulas
la superficie de
la columna

" rafia de adsorcié e orafi 5% celusia .
Cromatografia de adsorcion Cromatografia de particion Cromatografia de exclusion molecular

Figura 12. Principios fisicoquimicos de la cromatografia (Reineccius & Qian, 2024) .

La espectrometria de masas (EM) es una técnica analitica compleja que separa los
componentes de la muestra en funcidén de su masa y carga eléctrica. Se utiliza para realizar
analisis quimicos cuantitativos y cualitativos de compuestos de la muestra. La EM se utiliza
para identificar compuestos desconocidos mediante la estimacion de su peso molecular, la
cuantificacion de los compuestos reconocidos y el descifrado de las caracteristicas

estructurales y quimicas de los componentes moleculares. La espectrometria de masas
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produce un espectro de masas, que es una representacion grafica de la relacion masa-carga

(m/z) de los compuestos en la muestra, junto con la abundancia relativa de iones individuales

(Kuril, 2024). El principio basico de la EM consta de los siguientes pasos (Kuril, 2024):

(@]

Ionizacion: La muestra se ioniza en la camara de ionizacidn, convirtiendo las
moléculas neutras en iones cargados. La ionizacidn es un proceso de produccion de
iones en fase gaseosa para el analisis de masas. La muestra inicial (solida, liquida o
gaseosa) se evapora a gas antes de ser ionizado por una fuente de iones. Esto se logra
perdiendo un electron y formando un cation con carga +1. Para evitar que las
moléculas ionizadas interactiien con las moléculas de aire, la camara de ionizacion se
mantiene hermética al vacio.

Aceleracion: Los iones se aceleran mediante un campo eléctrico y se enfocan en un
haz.

Desviacion: El haz de iones atraviesa campos eléctricos o magnéticos, lo que provoca
que los iones se desvien seglin su relacion m/z. Los 1ones mas ligeros se desvian mas
que los mas pesados.

Deteccion: Los iones desviados llegan al detector, que registra sus abundancias y
genera un espectro de masas.

Procesamiento de datos: El espectro de masas muestra las abundancias relativas de
los iones graficadas en funcién de su relacion m/z, lo que proporciona informaciéon

sobre los pesos moleculares y las estructuras de los componentes de la muestra.

La cromatografia de gases combinada con espectrometria de masas (CG/EM) fue aplicada

por primera vez en 1957 por Holmes y Morrell (Pastor et al., 2023).

La CG/EM combina dos herramientas analiticas que se utilizan para identificar los

componentes quimicos y caracterizar su cantidad o porcentaje en la composicion en un

extracto. El porcentaje de composicion se calcula comparando el area pico promedio con las

areas totales. Esta nueva técnica resultd revolucionaria ya que se combina la capacidad de la

CG para separar los componentes de una mezcla en el tiempo con la capacidad de la EM de

proporcionar informaciéon que ayuda a la identificacion estructural de cada componente

(Jones, 2019; Xiu et al., 2023). El campo de aplicacion de la CG/EM se limita a sustancias

que son lo suficientemente volatiles como para ser analizadas por CG (Pastor ef al., 2023).
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Las partes de un sistema de CG/EM incluyen: una fuente de gas portador (fase movil), una
entrada utilizada para entregar la muestra vaporizada a la cabeza de la columna, una columna
de separacion dentro de un horno de temperatura controlada, una interfaz o linea de
transferencia (conexion GC/MS), una fuente de iones, un analizador de masas, un detector
de iones, un sistema de bombeo de vacio y un procesador de datos, el esquema de una

instrumentacion CG/EM se visualiza en la figura 13.

Inyector
] Columna
Fuente de  Gjstema de vacio  Detector de
iones iones
o ¢
s - - I
Fuente de [000061
Analizador de masas
8as = Procesador de
portador datos
Horno Linea de
transferencia
Cromatégrafo de gases Espectrometro de masas

Figura 13. Esquema de una instrumentacion CG/EM (Pastor et al., 2023).

A continuacion, se describen los componentes que conforman un sistema de CG/EM (Pastor

et al., 2023; Reineccius & Qian, 2024):

B Gas portador: sirve como fase movil, mueve una muestra desde una entrada a través
de una columna cromatografica hasta un detector. Los gases portadores comunmente
utilizados para CG/EM son helio o hidrogeno. La velocidad donde se alcanza la
maxima eficiencia de separacion depende del gas utilizado porque el coeficiente de
difusion esta relacionado con la viscosidad del gas. Por lo tanto, el hidrégeno como
fase movil alcanza la maxima eficiencia de separacion a una velocidad de fase movil
mas alta que el helio y, por ende, permite un tiempo de analisis mas corto.

B Sistema de entrada: es un sistema para introducir las muestras en la columna de
cromatografia capilar. Ademas de su funcion como entrada de la muestra, necesita
vaporizar la muestra, mezclarla con el gas portador y transportarla a la columna,

manteniendo la composicion idéntica a la de la muestra original. La muestra se
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introduce utilizando una microjeringa de vidrio convencional con agujas de acero
inoxidable.

Horno: sistema de horno controlado termostaticamente, que mantiene la temperatura
de la columna entre 40 y 450°C. Los liquidos deben convertirse a un estado gaseoso
y luego mantenerse en ese estado durante todo el analisis de CG para poder analizarse
en este equipo.

Columnas: son tubos largos y delgados de vidrio o metal, con una fase estacionaria
adherida a su superficie interior. Las longitudes més comunes utilizadas para
aplicaciones de CG/EM son entre 25 y 60 m. Se clasifican en columnas empaquetadas
usualmente hechas de acero inoxidable o vidrio con una longitud de 0.5 a 5.0 m.,
estan rellenas con un material granular consistente de un sélido poroso recubierto en
algunos casos con un liquido de alta densidad, y columnas capilares que consisten en
un tubo de silice fundida con didmetro muy pequefio y longitudes entre 5y 100 m.,
cuya superficie interior se encuentra recubierta de una fase estacionaria a base de
polisiloxano (-Si-O-Si-).

Interfaz CG/EM: tubo metalico calentado equipado con un controlador de
temperatura (250-270°C) para evitar la adsorcidon o condensacion de los componentes
separados de la muestra que eluyen al final de la columna cromatografica. Su funcion
es transferir tantos analitos como sea posible al espectrometro de masas, sin poner en
peligro el vacio requerido para una ionizacion Optima y el analisis de masas.

Fuente de iones: proporciona suficiente energia para ionizar las moléculas del analito.
La ionizacion electronica (IE) y la ionizacion quimica (CI) son las técnicas de
ionizacion mas utilizadas.

Analizadores de masas: Tras la formacion de iones, estos se separan segin su relacion
masa-carga (m/z). La carga de los iones representada con z suele tener un valor de 1,
ya sea positivo o negativo. Por ello, la relacion m/z suele considerarse una masa, m.
El espectro de masas de un analito es una representacion grafica bidimensional de la
distribucion de iones, que se separan y detectan segun sus valores de m/z. Existen
varios tipos de analizadores: cuadrupolo (Q), trampa de iones (IT), sector magnético

(MS), tiempo de vuelo (TOF) y el mas reciente, el analizador de masas orbitrap (OT)
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B Detector de iones: Después de separar las especies idnicas en un analizador de masas,
es necesario determinarlas cuantitativamente. La funcién del detector es convertir la
energia idnica en una sefal eléctrica proporcional a la cantidad de iones detectados.
Cuando un ion llega al detector, la energia de impacto del ion provoca la emision de
particulas secundarias (electrones o fotones). La deteccion consiste en medir la

abundancia obtenida como una corriente i6nica total.

La GC se ha utilizado para la determinacién de acidos grasos, triglicéridos, colesterol y otros
esteroles, gases, analisis de disolventes, agua, alcoholes y azucares simples, asi como
oligosacaridos, aminoacidos y péptidos, vitaminas, pesticidas, herbicidas, aditivos
alimentarios, antioxidantes, nitrosaminas, bifenilos policlorados (PCB), farmacos y muchos

mas (Reineccius & Qian, 2024).

Meétodos para las pruebas antimicrobianas

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (AST, por sus siglas en inglés) son una
funcion critica del laboratorio de microbiologia clinica y su objetivo principal es verificar la
eficacia de un farmaco antimicrobiano o producto natural para maximizar el mejor régimen

de dosis del farmaco (Salam et al., 2023; Wenzler et al., 2023).

El desarrollo del uso de extractos de plantas como agente antimicrobiano ha ganado mas
interés en diferentes industrias. Por ende, son esenciales los métodos de deteccion y

evaluacion de las actividades antimicrobianas de los materiales vegetales.

Los bioensayos incluyen métodos fenotipicos convencionales de difusion (por ejemplo, disco
o pocillo) y dilucion (por ejemplo, caldo o agar), que son los métodos de laboratorio mas
utilizados para evaluar la actividad antimicrobiana (Salam ef al., 2023; Xiu et al., 2023). Por
otro lado, existen los métodos genotipicos que son métodos moleculares, incluida la

secuenciacion del genoma completo (Wenzler et al., 2023).

Es importante que los enfoques de prueba, las técnicas de preparacion y tamafio del indculo,
el medio de crecimiento, las condiciones de incubacion y la determinacion de los puntos
finales, se estandaricen internacionalmente para que se empleen pautas de consenso de
laboratorio y los resultados se puedan comparar facilmente. El Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) ha recomendado diferentes tipos de medios de cultivo y
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condiciones de incubacion (temperatura y tiempo) para lograr el estindar de 0.5 McFarland
(1.5 x 108 Unidades Formadoras de Colonias UFC/mL) de tamafio de inéculo microbiano
para diferentes pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (CLSI, 2024; Webber ef al.,
2022). Las bacterias generan una dispersion de luz maés efectiva en longitudes de onda
alrededor de 600 nm. No obstante, se pueden utilizar mediciones entre 600 — 700 nm. El
medio de crecimiento bacteriano, como el caldo nutritivo, exhibe una absorbancia minima a
600 nm (el color amarillento del medio de cultivo indica una fuerte absorcion alrededor de
430 — 480 nm), por lo que se reduce el ruido de fondo y mejora la precision en las mediciones
de la concentracion bacteriana (Wacogne ef al., 2024). En la figura 14 se representa la forma

en que se lleva a cabo la preparacion del indculo microbiano de McFarland.

Transferencia de colonias asépticamente

9.5mLde H,S0,4 0.5 mLde BaCl, * 2H,0
Agitar 0.36N 0.048N

)

Culti de24h McFarland a escala 0.5
ultivo en agar puro de Bas02

Vortex

Solucién Salina Estéril

{\ Ajustar turbidez a 0.5 McFarland
" 4 L\ .
\’ Ambos métodos dan una suspensién microbiana de:
- O (1 -2)x10® UFC/mL de bacteria

Ajustar turbidez con espectrofotémetro
a0.08-0.12,a625nm

Figura 14. Preparacion del inoculo microbiano de McFarland mediante la suspension directa de colonias

segun lo recomendado por las directrices del CLSI (Balouiri ef al., 2016). Modificado.

Métodos de difusion
El método de difusiéon en agar se introdujo por primera vez en 1940 para medir la

susceptibilidad a los antimicrobianos. Se puede clasificar en dos métodos: difusion en disco
y difusion en pocillos. Estos métodos se consideran fenotipicos cldsicos y convencionales
debido a que son simples, reproducibles, confiables y rentables para analizar gran variedad

de microorganismos (Salam et al., 2023; Xiu et al., 2023).

Los métodos de difusion se utilizan cominmente para el cribado antimicrobiano de extractos

de plantas, aceites esenciales, metabolitos secundarios y moléculas sintetizadas (Balouiri
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et al., 2016). Los agentes antimicrobianos se difundiran en el agar e inhibirdn la germinacion
y el crecimiento del microorganismo de prueba. Cuando las zonas de inhibicién son mas
grandes significa que mejor sera el efecto inhibidor de los agentes antimicrobianos. El
diametro de las zonas de inhibicién se puede comparar con los estandares para evaluar la

eficacia de la actividad antimicrobiana de los compuestos (Xiu et al., 2023).

También se consideran como métodos cualitativos sin CIM (concentracion inhibitoria
minima) ya que permiten analizar la susceptibilidad de los microorganismos mediante
criterios interpretativos, generan una zona de inhibicion del crecimiento bacteriano, que se
mide en milimetros (mm) y se traduce a una categoria interpretativa basada en el punto de
corte, que se encuentran disponibles en el CLSI o EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing). Los criterios interpretativos se dividen en tres
categorias: susceptibles, intermedios o resistentes (Bauer ef al., 1966; Webber et al., 2022;

Wenzler et al., 2023).

Estas categorias clinicas han sido definidas en funcion de la probabilidad del éxito o del
fracaso terapéutico, y de los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) o diametro

de zona generados por la prueba de susceptibilidad (Cantén, 2010; CLSI, 2024):

o Susceptible (S): se refiere a un aislado bacteriano que es inhibido in vitro por una
determinada concentracion del agente antimicrobiano, se asocia a una eficacia clinica
probable. Categoria definida por un punto de corte que implica que los aislados con
una CMI igual o por debajo, o un diametro de zona igual o superior al punto de corte
susceptible son inhibidos. Se utiliza un régimen de dosificacion estandar del agente.

e [ntermedio (I): describe a un aislado bacteriano que es inhibido in vitro por una
concentracion del agente antimicrobiano que puede asociarse a un efecto terapéutico
incierto, dependiendo de factores como la dosis del farmaco o la concentracion en el
sitio de infeccion. Categoria definida por un punto de corte que incluye aislamientos
con CMI o diametros de zona dentro del rango intermedio.

e Resistente (R): hace referencia a un aislado bacteriano que no es inhibido in vitro por
una determinada concentracion del agente antimicrobiano y se asocia a una alta

probabilidad de fracaso terapéutico. Categoria definida por un punto de corte que
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implica que los aislamientos con una CMI igual o superior o un didmetro de zona

igual o inferior al punto de corte resistente no son inhibidos.

Meétodo de difusion en disco de agar
El método de difusion en disco de agar es una técnica estandarizada para la evaluacion del

crecimiento de patdgenos por Bauer et al, 1966. También es conocido como la difusion en
disco de Kirby-Bauer, es el primer tipo de método de susceptibilidad que se autoriza y esta

disponible para su uso en los laboratorios de microbiologia clinica.

El CLSI especifica que el inoculo para la prueba de difusion en disco (estandar de 0.5
McFarland a partir de una suspension directa de colonias) debe prepararse a partir de colonias

en una placa de agar no selectiva que se hayan incubado durante 18 a 24 h (CLSI, 2024).

Para este método, primero se inoculan las placas de agar con el indculo bacteriano
estandarizado, se coloca un disco con una concentracion fija de antimicrobiano en la placa
de agar. Para la evaluacion del extracto con una concentracién conocida se coloca en un disco
de papel filtro con un didmetro de 6 mm, posteriormente se coloca en la superficie del agar
y se incuba de 16 a 20 h. Tras la incubacion, se mide el didmetro de la zona de inhibicion del
crecimiento bacteriano. La difusion del agente antimicrobiano (farmaco o extracto) en el agar
inhibira el crecimiento de los microorganismos que se inocularon en la placa de agar, como

se observa en la figura 15 y 16 (Webber et al., 2022).

Diametro de
inhibicion

Figura 15. Modelo de un resultado obtenido con el método de difusion en discos de agar o método de Kirby-

Bauer (Balouiri ef al.,, 2016).
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Zona de inhibicién pequena
(fenotipo resistente)

Zona de inhibicion parcial
(fenotipo intermedio)

Zonas de inhibicion mas
grandes
(fenotipo susceptible)

Discos de antibidticos en
placa de AMH

Figura 16. Modelo de un resultado obtenido con el método de difusion en disco de agar Kirby-Bauer que

muestra diferentes zonas de inhibicion en AMH (Agar Mueller Hinton) (Salam et al., 2023).

Método de difusion en pocillos de agar
El método de difusion en pocillos de agar se utiliza cominmente para probar la actividad

antimicrobiana del extracto de plantas y es similar al método de difusion en discos de agar.
La tnica diferencia es que el agente antimicrobiano se agrega directamente en un orificio
perforado (de 6 a 8 mm) en el agar, en lugar de usar discos de papel de filtro. Generalmente,
se agregan de 20 a 100 pL de agente antimicrobiano al pocillo y las placas de agar se
incubaran en un tiempo determinado (Xiu et al., 2023). En la figura 17, se observa un

resultado obtenido a partir de este método de susceptibilidad.

Figura 17. Ejemplo de un resultado obtenido del método de difusion en pocillos de agar (Xiu ez al., 2023).

Meétodos de dilucion

Los métodos de dilucion son el método mds apropiado para determinar los valores de
concentracion inhibitoria minima (CIM), que es la concentracion mas baja del agente para
inhibir el crecimiento de los microorganismos analizados, expresada en pg/mL o mg/L. Los

métodos de dilucion en caldo como en agar se utilizan cominmente para cuantificar la
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actividad antimicrobiana de un compuesto contra bacterias y hongos desde la década de 1940

(Salam et al., 2023; Xiu et al., 2023).

El método de dilucion en caldo (macro o micro) se usa para realizar pruebas antimicrobianas
en el laboratorio. El método de microdilucion es preferible ya que es mas sencillo de operar,
tiene un menor riesgo de errores y requiere de menos reactivo y espacio. El procedimiento
implica la preparacion de diluciones dobles de agentes antimicrobianos (por ejemplo, 1, 2, 4,
8, 16 y 32 pg/mL) con un volumen minimo de 2 mL en el método de macrodilucion, en tanto
el método de microdilucion se utiliza un volumen menor de placa de microtitulacion de 96
pocillos. El in6culo microbiano se prepara de acuerdo con los estandares del CLSI (0.5
McFarland), se inocula en cada tubo y se incuba tipicamente durante 16 a 20 h, como el
estandar para la mayoria de los métodos fenotipicos de AST. Los resultados se pueden
observar a simple vista o mediante dispositivos de visualizacion (Xiu et al, 2023). La
metodologia experimental para realizar adecuadamente la microdilucion se esquematiza en

la figura 18 y en la figura 19 se observan resultados obtenidos en microdilucién y

. .y
macrodilucion.
- Caldo de Mieller Hinton estéril
— |
—~ B
1) Dilucion de 1/10 en | 2) Preparar 50 pL de medio de cultivo
Caldo Maeller Hinton ’ b en cada pocillo (del 2 al 12).
=
. .\.
% {5 — rar ¥ A\ Pozos libres de
Preparacion de la solucion de 3) Transferir 100 pL \

\ “\— férmaco: control del

farmaco 8 una concentracion T A
crecimiento (-)

deseads en agua destilada
estéril, etanol o DMSO

o0d°

o

1 o~
Z1en § 3s%c 5) Dilucién de 1/150 en
Caldo de Mueller Hinton

6) Inoculacion
7) Incubacion transferir 50 pL de
inéculo en cada pocillo

Suspension bacteriana de
0.5 McFarland.

Indeulo microbiano que
contiene 10" UFC/mL.

Figura 18. Microdilucion de caldo para pruebas antibacterianas segiin lo recomendado por el protocolo de

CLSI (Balouiri et al., 2016). Elaboracion propia.
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Figura 19. Resultados obtenidos con método de dilucion: a) Microdilucion en caldo (concentraciones de
antimicrobianos que aumentan al doble, de izquierda a derecha en las lineas A-H; los pocillos recuadrados en
la esquina inferior derecha representan los controles de crecimiento). b) Macrodilucion en caldo
(concentraciones de antimicrobianos que aumentan al doble, de izquierda a derecha en los tubos; los tubos
marcados con + y - representan el control de crecimiento y el control de esterilidad, respectivamente) (FeB3ler

et al, 2023).

Es importante resaltar que para cuantificar eficazmente bacterias provenientes de las
diluciones seriadas realizadas en la microdilucion en caldo de forma masiva, rapida y
economica se puede llevar a cabo la metodologia “Goteo por Sellado en Placa Masivo”
(GSPM) que implica el sellado o estampado de las diluciones seriadas de muestras de diversa
procedencia mediante el uso de un replicador donde se toma en zona de esterilidad un
volumen (aproximadamente 1.65 pl) de muestra de cada pocillo, se inocula en un medio de
crecimiento gelificado de interés y se incuba en condiciones Optimas para el crecimiento
bacteriano. No obstante, dicha metodologia también se utiliza para calcular el nimero de

UFC/mL en cada una de las muestras (Corral-Lugo et al., 2012).

Por otra parte, la diluciéon en agar implica la adicion del antibidtico al medio de agar en
concentraciones seriadas dobles, la inoculacion con el organismo de prueba, la incubacion y

lectura durante la noche (Wenzler et al., 2023).

Meétodo de gradiente antimicrobiano

El gradiente antimicrobiano es un método fenotipico que proporciona una cuantificacion
directa de pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (AST) combinando el principio
tanto de dilucion como de difusion de antibidticos en un medio de agar. Bolmstrom y
Eriksson a fines de la década de 1980 desarrollaron la prueba de epsilometro (Etest). Este
método consiste en una tira que se crea mediante la impregnacion de un gradiente de

concentracion creciente predefinido del agente antimicrobiano de un extremo al otro y se
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despliega en la superficie del agar, inoculada con el microorganismo de prueba. Se incuba
durante la noche y se leen las pruebas mirando las tiras desde la parte superior de la placa y
la CIM se considera en un punto donde una zona de inhibicioén en forma de elipse intersecta
la tira. Al comparar con los valores del punto de corte de referencia del CLSI, el valor de
CIM correspondiente de cada antibidtico se interpreta como Susceptible, Intermedio o
Resistente (Salam et al., 2023). Al igual que la difusion en disco de agar, una placa de medio
de 150 mm admite solo de 5 a 6 tiras colocadas de forma radial sobre la superficie del agar o
de 4 a 6 tiras para evitar la superposicion de las zonas de inhibicién. En la figura 20, se
observa un ejemplo de la tira del método de gradiente antimicrobiano y un modelo de

resultado.
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Figura 20. Ejemplo tira del método de gradiente antimicrobiano y modelo de resultado.

Los métodos cuantitativos de CIM (p. ¢j., diluciéon en caldo, dilucion en agar y difusion en
gradiente de agar) expresan los resultados numéricamente, mientras que los métodos
cualitativos sin CIM (p. ¢j. difusion en disco) permiten una categorizacion amplia mediante

criterios interpretativos sin un valor de CIM (Wenzler ef al., 2023).
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Bacterias de importancia clinica

Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), es una bacteria gramnegativa, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y al orden Enterobacterales. Presenta forma de baston, es movil, no
forma esporas, es anaerobica facultativamente, tiene la capacidad de fermentar lactosa y
producir indol, es catalasa positiva y oxidasa negativa (Basavaraju & Gunashree, 2022;

Mueller & Tainter, 2023).

Es una bacteria coliforme que se encuentra normalmente en el tracto gastrointestinal de
humanos y animales, la mayoria de las cepas de E. coli carecen de virulencia en este entorno,
ayudan a digerir alimentos y a sintetizar vitaminas del complejo K y B. Sin embargo, cuando
se encuentran fuera del tracto intestinal, E. coli puede transmitirse de persona a persona por
via fecal-oral y por alimentos contaminados, donde la fuente de contaminacion suele ser el
estiércol bovino. Causa infecciones extraintestinales y gastrointestinales, incluyendo
infecciones del tracto urinario (ITU), neumonia, infecciones de heridas, bacteriemia y

peritonitis, entre otras (OMS, 2018; Mueller & Tainter, 2023; Ahmed & Ahmed, 2024) .

Entre los wuropatégenos comunes asociados al desarrollo de ITU, Escherichia
coli uropatogena (UPEC) es la principal causa, sus factores de virulencia secretores se
dividen en tres categorias: proteinas autotransportadoras, toxinas y factores multifuncionales.
Las adhesinas fimbriales y afimbriales (como las fimbrias tipo 1 (FimH), las fimbrias P (Pap),
las fimbrias S (Sfa), la adhesina afimbrial I (Afa I)), el flagelo, el lipopolisacarido capsular,
los antigenos de serotipo O y K y otras proteinas de la membrana externa son ejemplos de

factores de virulencia de la superficie celular bacteriana, representados en la figura 21 (Arafi

et al., 2023).
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Figura 21. Componentes estructurales y factores de virulencia de E. coli (Arafi et al., 2023).

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) miembro del orden Enterobacterales y de la familia
Enterobacteriaceae, es una bacteria gramnegativa, aerobica facultativa, inmovil, con capsula
de polisacaridos y con forma de baston. Su caracterizacion bioquimica es catalasa positiva y
oxidasa negativa, lisina descarboxilasa positiva y ornitina descarboxilasa negativa, positiva
a la prueba de Voges- Proskauer, fermentadora de lactosa y fijadora de nitrogeno (Asokan et

al., 2025).

Esta bacteria forma parte de la flora comun de humanos y animales con comportamiento
patogeno oportunista; suele colonizar la orofaringe y mucosa del tracto gastrointestinal, tanto
en humanos como en animales. Se clasifican como cepas clésicas, hipervirulentas y
multirresistentes. Las primeras se suelen asociarse con infecciones nosocomiales, mientras
que las hipervirulentas causan infecciones extrahospitalarias, principalmente abscesos

hepéticos, meningitis e infecciones diseminadas (Joseph ef al., 2024).

K. pneumoniae pertenece al grupo de patogenos ESKAPE, responsables de infecciones
graves en personas inmunodeprimidas. El término “ESKAPE” es un acronimo que representa
a seis bacterias resistentes a medicamentos, donde "E" significa Enterococcus faecium, "S"
para Staphylococcus aureus, "K" para Klebsiella pneumoniae, "A" para Acinetobacter

baumannii, "P" para Pseudomonas aeruginosa y "E" para especies de Enterobacter. Estos
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patdgenos poseen la capacidad de “escapar” de los efectos de los agentes antimicrobianos de
uso comun, lo cual ha sido un problema en entornos hospitalarios donde los pacientes
vulnerables con sistemas inmunoldgicos comprometidos presentan un mayor riesgo de

infeccion (Joseph et al., 2024; Samyuktha et al., 2025)

Los principales factores de virulencia son asociados a los polisacéridos de la capsula, los
lipopolisacaridos, fimbrias, sideréforos, la captacion de hierro férrico y la capacidad de
metabolizar alantoina (Monteiro et al., 2024). Los genes diana utilizados para buscar factores

de virulencia en K. pneumoniae de diferentes infecciones humanas se representan en la figura

22.
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Figura 22. Representacion esquematica de los principales factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae
(Monteiro et al., 2024).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa permanece a la familia Pseudomonaceae, es un bacilo
gramnegativo movil debido a la presencia de un flagelo polar. Respecto a su metabolismo,
no es fermentador es estrictamente aerobio, catalasa y oxidasa positivas. Se caracteriza por
producir pigmentos como la piocianina, pioverdina y piorrubina (INSST, 2022; Wilson &

Pandey, 2023) .

Se encuentra comunmente en el medio ambiente, especialmente en agua dulce. No obstante,

es un patdégeno oportunista que puede causar una gran variedad de infecciones
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extrahospitalarias en personas con inmunodepresion, siendo una causa importante de
infecciones nosocomiales, que se manifiestan como neumonia, infecciones del sitio
quirargico, infecciones del tracto urinario y bacteriemia. La transmision se produce
principalmente a través del contacto de la piel lesionada o reblandecida y de las mucosas con
el agua o con los objetos contaminados. Ademas, es miembro de los patogenos “ESKAPE”

resistentes a multiples farmacos (Reynolds & Kollef, 2021; Killough et al,, 2022) .

P. aeruginosa es una bacteria virulenta, los principales contribuyentes a su patogenicidad son
sus estructuras de superficie celular, compuestos secretados y su capacidad de formar

biopeliculas, ilustrados en la figura 23 (Killough et al., 2022).
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Figura 23. Estructura celular y factores de virulencia importantes en la patogénesis de las infecciones
causadas por P. aeruginosa (Killough et al., 2022).

Salmonella sp.

Las especies de Salmonella incluyen bacilos gramnegativos que pertenecen al orden
Enterobacterales dentro de la familia Enterobacteriaceae. Son mdviles con flagelos, no
forman esporas ni capsulas, anaerobios facultativos, caracterizados por la presencia de
antigenos O, H y Vi, son catalasa positiva y oxidasa negativo, son capaces de reducir nitrato
a nitrito, crecen con citrato como Unica fuente de carbono, producen 4cido y gas a partir de

glucosa (Ajmera & Shabbir, 2023; Parija, 2023).
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Estas bacterias son comunes en la naturaleza y se pueden encontrar en una amplia variedad
de especies incluyendo humanos y animales como mascotas, ganado, aves y reptiles. La
principal via de transmision es la fecal-oral, que implica el consumo de alimentos y agua
contaminados con heces u orina. Las bacterias del género de Salmonella son responsables de
la infeccidon conocida como salmonelosis, la cual causa fiebre, diarrea y calambres en el
abdomen. Los serotipos de Salmonella especialmente S. typhimurium y S. enteritidis causan
gastroenteritis o también conocida como salmonelosis no tifoidea, estos serotipos se
reconocen como patdgenos intestinales mas importantes en animales y humanos (Parija,

2023; Hashemi et al., 2025).

La gravedad de las infecciones provocadas por Salmonella depende de los serotipos causales
y de la salud inmunologica del paciente. Los factores de virulencia se encuentran situados en
las islas de patogenicidad de Salmonella, como la endotoxina que es responsable de muchas
manifestaciones sistémicas. Las adhesinas, como fimbrias y proteinas de la membrana
externa se adhieren a células intestinales y crean factores de virulencia, que ayudan en su
invasion de las células huéspedes (figura 24). El antigeno Vi es una cépsula de polisacarido
que previene la fagocitosis y la destruccion de las células inmunes. La exotoxina producida
por el serotipo Typhi, denominada “toxina tifoidea”, es responsable de la patogénesis y los

sintomas tifoideos (Ajmera & Shabbir, 2023; Teklemariam et al., 2023).

Flagelos (antigenos H)

Somatico (antigeno O)

Pili (fimbrias)

@Cg Plasmido
e 3

P Citoplasma / .

Capsula (antigeno K o Vi)

Figura 24. Estructura celular de Salmonella spp. y antigenos principales: antigenos flagelares (H), de capsula
(K) y somaticos (O) (Teklemariam et al., 2023).



Shigella sp

Las especies de Shigella forman parte del orden Enterobacterales dentro de la familia
Enterobacteriaceae responsables de las enfermedades diarreicas en todo el mundo. Son
bacilos gramnegativos, no son mdviles, no producen esporas ni se encuentran encapsulados,
algunas cepas poseen fimbrias. Son aerobias y anaerobias facultativas, catalasa positiva,
oxidasa y citrato negativas, no fermentan lactosa ni sacarosa, fermenta manitol formando

acido, pero no gas (Parija, 2023).

Segtn sus distintas caracteristicas bioquimicas y variaciones en el antigeno O se clasifican
en cuatro serotipos: grupo A (S. dysenteriae) comprende 15 serotipos, el grupo B (S. flexneri)
incluye 8 serotipos con 11 subserotipos, el grupo C (S. sonnei) abarca 19 serotipos y el grupo
D (S. boydii) consta de un solo serotipo. Shigella es un patdégeno que se propaga por
transmision fecal-oral, siendo el ser humano el Unico reservorio natural. Se transmite
especialmente a través de alimentos o agua contaminados y contacto de persona a persona

(Parija, 2023; Leow et al., 2024).

Las infecciones causadas por especies de Shigella son shigelosis, disenteria bacilar, estado
asintomatico y sindrome hemolitico urémico. Shigella flexneri y Shigella dysenteriae han
sido identificadas como la principal causa de disenteria bacteriana en los paises en desarrollo.
No obstante, Shigella también puede provocar deshidratacion mortal a poblaciones

vulnerables como nifios, ancianos ¢ individuos inmunocomprometidos (Somda et al., 2025).

La manifestacion de virulencia en Shigella depende de la presencia de un plasmido de
virulencia. sustancia que codifica un sistema de secrecion de tipo III (T3SS) junto con una
gran variedad de proteinas secretadas como factor de adherencia intestinal, endotoxinas,
toxina Shiga, los cuales son reconocidos como factores de virulencia que ayudan a invadir y
colonizar las células intestinales (figura 25). También produce una proteina llamada IcsA,
responsable de la motilidad basada en actina, esto permite a las bacterias moverse dentro del

citoplasma de la célula huésped y propagarse de célula a célula (Leow ef al., 2024).
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Figura 25. Morfologia y estructura celular de Shigella spp. Factores de virulencia: SST3 (sistema de secrecion
de tipo IIT); SST6 (sistema de secrecion de tipo VI); gdc (capsula del grupo 4); IcsA (proteina de propagacion
intracelular (Leow et al., 2024).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria grampositiva que es miembro de la familia
Staphylococcaceae. Se presenta en forma de coco y tiende a estar en grupos que se describen
como “racimos de uvas”; es aerobico o anaerobico (facultativo). Bioquimicamente se
identifica en la capacidad de desarrollarse en presencia de altas concentraciones de sal,

pruebas de catalasa positiva, oxidasa negativa, coagulasa positiva fermentando el manitol

(Taylor & Unakal, 2023).

S. aureus se encuentra en el medio ambiente y en la flora humana normal especificamente en
la piel y membranas mucosas (area nasal). No suele causar infeccion en la piel sana; sin
embargo, si ingresa al torrente sanguineo o tejidos internos puede causar infecciones graves
incluyendo bacteriemia, endocarditis infecciosa, infecciones de piel y tejidos blandos,
osteomielitis, artritis séptica, infecciones de dispositivos protésicos, infecciones pulmonares
(neumonia y empiema), gastroenteritis, meningitis, sindrome de shock toxico e infecciones
del tracto urinario. La transmision se produce por contacto directo o por fOmites a
profesionales sanitarios, pacientes hospitalizados y personas inmunodeprimidas (Taylor &

Unakal, 2023; Sato’o, 2024).
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La virulencia de S. aureus se ha considerado multifactorial debido a sus diversos
determinantes de virulencia que promueven la adhesion tisular, la evasion inmunitaria y el
dafio a la célula huésped. Los factores de virulencia consisten en factores estructurales
(capsula de polisacarido y factores de adherencia como las adhesinas) y moléculas secretadas

(exoproteinas), ademds de su capacidad de formar biopeliculas (biofilms) (figura 26)

(Shaghayegh et al., 2022) .

Algunas cepas de Staphylococcus aureus tienen la capacidad de resistir al calor y el secado,
por lo cual pueden contaminar facilmente los alimentos. Las toxinas producidas por esta

bacteria pueden afectar el tracto intestinal y provocar intoxicacion alimentaria estafilococica
(Sato’o, 2024).

Capa capsular

Pared celular (capa de peptidoglucano)

Membrana celular

ProteinaA <«

Coagulasa
o Estafiloquinasa
Enzimas Hialuronidasa
Esfingomielinasa

Toxinas y
superantigenos

Leucocidinas b ‘m‘x’
TSST-1 o
‘55

a-Toxina
Enterotoxinas
Toxinas exfoliativas
PSMSs

Figura 26. Estructura celular de Staphylococcus aureus 'y factores de virulencia modulinas solubles en fenol
(PSMSs), toxina del sindrome de shock toxico 1 (TSST-1), las enterotoxinas estafilococicas (SEs) y las
toxinas similares a superantigenos estafilocécicos (SSL) (Shaghayegh et al., 2022).

Mecanismos de accion de los fitocompuestos
A continuacion, se describen brevemente los mecanismos de accion descritos en la literatura

de los fitocompuestos.

I.  Alteracién de la permeabilidad de la membrana: la membrana plasmatica es una
barrera selectivamente permeable compuesta por una bicapa de fosfolipidos
intercalada con proteinas que regulan el transporte de nutrientes, iones y productos
de desecho. La alteracion de la membrana plasmatica puede comprometer sus

funciones esenciales, provocando la fuga de componentes intracelulares y, como
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II.

II1.

IV.

consecuencia final, la muerte celular. Los compuestos fenodlicos, los terpenoides, la
acetona de artemisia, el cariofileno y B-selineno dafian la integridad de la membrana
de forma inespecifica e inhiben ciertas enzimas transportadoras de electrones,
exhibiendo la actividad antimicrobiana (Pérez et al., 2025). Los compuestos no
polares se reparten en el interior hidrofébico de la membrana, mientras que los grupos
polares de los lipidos celulares (fosfolipidos) interactian con los compuestos
hidrofilicos (flavonoides hidrofilicos) a través de la formacion de enlaces de
hidrogeno, se integran y conducen cambios en las propiedades fisicas de la
membrana, como el aumento de su permeabilidad, alteracion de su dindmica y
disminucién de su integridad, dicha disrupcion puede causar la pérdida del material
celular vital y conducir a la muerte bacteriana (Alvarez et al., 2025).

Inhibicion del metabolismo energético: la membrana alberga enzimas esenciales para
la produccion de energia, como las que participan en la sintesis de ATP (trifosfato de
adenosina) a través de la cadena de transporte de electrones. La inhibicion de ATP
sintasa o interferencia en la cadena de transporte de electrones detiene el crecimiento
bacteriano al reducir la disponibilidad de energia en la bacteria para su supervivencia
(Pérez et al, 2025).

Induccion de estrés oxidativo: los compuestos naturales inducen estrés oxidativo al
general un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), como radicales de
hidroxilo, superdxido y peroxido de hidrogeno (H,0,), lo cual superan la capacidad
antioxidante de la célula. Los ROS reaccionan con lipidos de la membrana, proteinas
y acidos nucleicos provocando peroxidacion lipidica, inactivacion enzimatica y dafio
al ADN, alterando la integridad y funcion celular. Los polifenoles generan H,0, por
autooxidacion de polifenoles, que activa la peroxidacion lipidica de la membrana y
aumenta la disrupcion celular y la permeabilidad de la membrana (Tsegay & Mulaw,
2025).

Interferencia en la sintesis de ADN/ARN: los compuestos vegetales interrumpen la
sintesis de acidos nucleicos al dirigirse a varias etapas de la produccion de ARN y
ADN a través de multiples mecanismos, ya que pueden inhibir enzimas esenciales
implicadas en la replicacion y transcripcion (Pérez et al., 2025). Los flavonoides

inhiben la transcripcion del ADN en S. aureus, la capacidad del anillo B de los
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VIIL.

VIIL

IX.

flavonoides de intercalarse o formar enlaces de hidrogeno con el apilamiento de las
bases de los acidos nucleicos (Alvarez ef al., 2025). En el caso de los 4cidos grasos,
un posible mecanismo de accion corresponde a la inhibicion de la replicacion de ADN
y ARN (Casillas et al., 2021). Estos compuestos derivados de plantas detienen
eficazmente el crecimiento y la reproduccion bacteriana, lo que en ultima instancia
causa la muerte celular.

Inhibicion de la biosintesis de proteinas: los compuestos vegetales inhiben la sintesis
de proteinas al interferir con ciertas etapas del proceso, incluyendo la activacion,
iniciacion, interrupcion de la elongacion de la cadena peptidica, bloqueo del sitio A
del ribosoma, lectura erronea del cddigo genético y prevencion de la union de cadenas
laterales de oligosacaridos a glicoproteinas (Pérez et al, 2025).

Inhibicion de las bombas de eflujo: una amplia variedad de patdogenos resistentes a
multiples farmacos tiene la capacidad de expresar bombas de eflujo, logrando
eliminar los antibioticos del interior de las células. Algunos compuestos derivados de
plantas demuestran efectos notables como inhibidores de bombas de eflujo (Pérez et
al., 2025). Derivados de la artemisinina, potencian el efecto antibacteriano de los
antibidticos B-lactdmicos contra Enterobacterales como E. coli y S. aureus al
aumentar la acumulacion de antibioticos mediante la inhibicion del sistema de eflujo
AcrAB-TolC (Duffey et al., 2024).

Inhibicion de la formacion de biopeliculas bacterianas: una biopelicula es una
comunidad bacteriana organizada que se encuentra rodeada por una matriz
autoproducida compuesta de ADN extracelular, polisacaridos y proteinas. Los
derivados de alcanfor tienen la capacidad para erradicar biopeliculas formadas por
cepas bacterianas, tanto grampositivas como gramnegativas (Pérez et al., 2025).
Inhibicion de la sintesis de la envoltura celular: los compuestos naturales actian en
diferentes etapas de la formacion de peptidoglicano, la principal estructura de la pared
celular, lo que conlleva a la muerte bacteriana.

Inhibicion de la biosintesis de la pared celular: la pared celular es una estructura vital
para mantener la presion osmotica, la forma celular y la integridad celular. La
molécula esencial de esta estructura es el peptidoglicano. El 4cido linoleico puede

alterar los genes de sintesis de peptidoglicanos en S. aureus (Casillas et al., 2021).
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Los mecanismos de accion que explican la actividad antibacteriana de los fitocompuestos se

ilustran en la figura 27.
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Figura 27. Mecanismo de accion descrito para fitocompuestos antimicrobianos (Pérez et al., 2025).
Modificado.

Marco de referencia

Wu en el 2018, identificd los compuestos del aceite esencial de 4. annua fresco (FE) y del
aceite esencial de 4. annua seco (DE) mediante cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM), las pruebas antibacterianas in vitro mostraron que los aceites esenciales
tuvieron diferentes efectos inhibidores sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli'y Salmonella typhimurium a 0.25 %, 0.5 %, 1 %, 2 % y 4 % (v/v) de los dos
conjuntos de aceites esenciales en solucion de etanol. La actividad antibacteriana de DE fue

mas efectiva que la de FE a bajas concentraciones de aceite esencial (Wu et al., 2018).

Rolta en el 2021, utiliz6 el método de dilucion en caldo para medir la concentracidon minima
inhibitoria (CMI) de los extractos metanolico (ME) y de éter de petroleo (PE), asi como de
antibioticos antibacterianos (vancomicina, eritromicina, cloranfenicol, kanamicina y

tetraciclina), donde se observo que los extractos de PE de 4. annua presentaron la CMI mas
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baja contra E. coliy S. aureus (62.5 ng/mL), seguidos del extracto de ME (125 pg/mL) contra
E. coli y S. aureus. Ademas, probd los fitocompuestos presentes en extractos acuosos,
cloroférmicos, metandlicos y de éter de petroleo de la parte aérea de 4. annua L. sobre
bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus sp.,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli uropatdogena y Pseudomonas aeruginosa,
encontrando que el extracto acuoso, metandlico y etandlico mostrd la mejor actividad
antibacteriana. Los mecanismos moleculares que dan respuesta a la actividad antimicrobiana
son muy complejos, sin embargo, se ha mencionado que los acidos fendlicos alteran la
integridad de la membrana y provocan fugas de constituyentes intracelulares esenciales.
Ademas, se ha demostrado que los fenilpropanoides condensados (taninos) inducen dafios en

la membrana celular e incluso inactivan el metabolismo al unirse a ciertas enzimas (Rolta et

al., 2021).

Soni en el 2022, demostré que el aceite esencial de Artemisia annua L. posee una mayor
accion antibacteriana cuando se prob6 contra bacterias como Micrococcus luteus, Candida

krusei, Haemophilus influenza, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus faecalis (Soni et

al., 2022).

Chebbac en el 2023, reveld que el aceite esencial de la parte aérea de Artemisia annua L.
demuestra propiedades antimicrobianas contra bacterias como Escherichia coli con una zona
de inhibicion de 75.67 mm y CMI de 5.34 pg/mL, contra la cepa Salmonella sp. Mostr6é un
valor de CMI DE 1.09 pg/mL y una zona de inhibicién de 16 mm. Sin embargo, Bacillus
cereus como bacteria grampositiva fue menos sensible, ya que tuvo una zona de inhibicion
de 11 mm y un valor de CMI de 5.44 pg/mL. Ademas, se identificé un predominio de cetona
de artemisia (43.19%), seguido de un cariofileno (15.75%) y B-selineno (10.32%) mediante
un analisis por CG-EM (Chebbac ef al., 2023).

Nahuatt en el 2017, compard la actividad antimicrobiana de la jamaica con las del ajo (A//ium
sativum L.) y el jengibre (Zingiber officinale Roscoe), en la inhibicion de especies bacterianas
resistentes a antibioticos en infecciones urinarias, tales como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, donde la jamaica demostro
ser un potente antimicrobiano que inhibe el crecimiento de las especies bacterianas mediante

concentraciones de 25 hasta 200 mg/mL (Nahuatt et al., 2017).
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Baena en el 2021, determind y compar6 el efecto antimicrobiano de los extractos acuosos,
metanolicos, etandlicos, acetonicos y de acetato de etilo de los célices de Hibiscus sabdariffa
L. (variedades Oaxaca y Guerrero), y enjuagues bucales comerciales y clorhexidina sobre
bacterias como Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Capnocytophaga gingivalis
y Staphylococcus aureus. La actividad antimicrobiana se determind mediante la técnica de
difusion en disco de agar y se demostrd que todos los extractos de H. sabdariffa y la
clorhexidina tienen actividad antibacteriana contra todas las bacterias patogenas orales. Asi
mismo, los enjuagues bucales mostraron un efecto antibacteriano menor que los extractos de
H. sabdariffa y la clorhexidina. La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos
de acetato de etilo de ambas variedades fue de 5 - 7 mg/mL para todas las cepas patdgenas.
Finalmente, el efecto antimicrobiano de los extractos de caliz de H. sabdariffa L. se

determind como bactericida o bacteriostatico (Baena ef al., 2021).

Gweyi en el 2021, demostrd que el extracto de jamaica tiene actividad antimicrobiana contra
Salmonella enterica, Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes aisladas de
alimentos, animales y muestras clinicas. En otro estudio, los extractos acuosos y etandlicos
obtenidos del caliz de H. sabdariffa L. mostraron efectos antibacterianos contra Salmonella
typhimurium DT104, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus y
Staphylococcus aureus. Los extractos de esta planta demostraron actividades antimicrobianas
y antioxidantes, lo que indica que el extracto hidroetandlico no solo inhibe la peroxidacion

lipidica sino también hongos y bacterias (Gweyi ef al., 2021).

Takada en el 2024, realiz6 un analisis por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con
los extractos acuosos de célices de Hibiscus sabdariffa L. para identificar los componentes
quimicos importantes por sus efectos inhibidores del crecimiento bacteriano. Mediante una
comparacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del 4cido ascorbico y
pigmentos del hibisco demostraron que los pigmentos fueron mas efectivos para inhibir el
crecimiento de las cepas bacterianas que causan enfermedades bucales como Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis 'y Prevotella intermedia. Las CMI del acido ascorbico para Streptococcus mutans,
Streptococcus  sobrinus, Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, — Porphyromonas

gingivalis y Prevotella intermedia fueron 20, 20, 5, 5 y 10 mg/mL, respectivamente; las CMI
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de pigmento de hibisco para Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia fueron 10.26,
10.26, 2.57, 1.28 y 5.13 mg/mL. Han informado que los flavonoides presentes en el extracto
de hibisco pueden formar complejos con componentes de la pared celular bacteriana,
permeabilizando la superficie celular bacteriana y causando salida de iones, exhibiendo una

actividad antibacteriana (Takada et al., 2024).

Venkatesan en el 2024, demostré que el efecto del extracto metandlico de H. sabdariffa L.
puede atribuirse a la presencia de varios compuestos bioactivos como el dcido de hibisco. Se
observo un efecto antimicrobiano significativo contra Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. Las CMI de los metabolitos crudos de H. sabdariffa (flores) mostraron inhibicién del
crecimiento para S. aureus a una concentracion de 128 mg/L, mientras que una concentracion

de 512 mg/L de E. coli (Venkatesan et al., 2024).

Veeraraghavan en el 2020, estudio el potencial antimicrobiano del extracto acuoso y etandlico
contra ciertas bacterias. Se descubrid que las saponinas de su extracto eran eficaces contra
muchas cepas de Candida sp., y bacterias grampositivas como Helicobacter pylori. Asi
mismo, se observo que el extracto etandlico de P. argentea Lam. exhibid que no hay un
potencial antimicrobiano para Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli (Veeraraghavan et

al., 2020).

Abdelkhalek en el 2021, evalué los extractos de la planta de Paronychia argentea Lam. para
conocer su eficiencia antibacteriana. El extracto metandlico de las partes aéreas de P.
argentea mostrd eficacia antimicrobiana contra la mayoria de las cepas de Candida y
bacterias grampositivas, como Helicobacter pylori. Por otro lado, realizaron un andlisis por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) del extracto donde se definieron diferentes
compuestos fitoquimicos, compuestos fendlicos como 4cido ferulico, 4cido elagico y acido

gélico, y flavonoides como quercetina, kaempferol y miricetina (Abdelkhalek ef al., 2021).

Shatnawi en el 2021, realizé un ensayo de la actividad antibacteriana de plantas de cultivo
de tejidos (in vitro) y de campo (ex vitro) de P. argentea Lam. Los extractos acuosos y
metandlicos mostraron la méxima actividad antimicrobiana ex vitro de las plantas contra
Salmonella typhimurum y Coronobacter sakazakii (30.0 mm = 0.2). El extracto metanolico

in vitro no mostré actividad inhibitoria contra Salmonella typhimurum, Listeria monocytogen
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ni Staphylococcus aureus. Los extractos acuosos y metanolicos de las plantulas ex vitro e in
vitro demostraron ser muy eficaces contra Calvularia lunata, con una zona de inhibicion
maxima de 30.0 mm, demostrando el extracto vegetal una actividad antifungica. Los
controles positivos para las cepas bacterianas fueron estreptomicina, ampicilina, ampicil y
penicilina, y para las cepas de moho se utiliz6 anfotericina B como control positivo (Shatnawi

etal., 2021).

Planteamiento del problema

La resistencia antimicrobiana es un fenomeno que surge cuando los microorganismos
cambian de forma natural con el tiempo, generalmente esto sucede por modificaciones
genéticas. La resistencia ocasiona que los medicamentos pierdan su efectividad, dando como
resultado enfermedades mas prolongadas, elevados indices de mortalidad y mayores costos

en el cuidado de la salud.

Los microorganismos resistentes a los antimicrobianos se encuentran presentes en las
personas, los animales, los alimentos, las plantas y el medio ambiente (agua, suelo y aire);
ademas pueden propagarse de una persona a otra o incluso entre personas y animales. Existen
varios factores que contribuyen al desarrollo de las bacterias resistentes a los antibidticos
(BRA) como es el uso excesivo y el mal uso de antibidticos, medidas deficientes en el
cuidado de las infecciones, factores genéticos y factores ambientales (agua sucia,

saneamiento e higiene) (Diaz et al., 2023).

Segtn un informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 50,000 personas mueren
cada dia en todo el mundo debido a infecciones por bacterias y hongos resistentes a multiples
farmacos. De igual forma, la OMS declar6 que la resistencia a los antimicrobianos es una de

las 10 principales amenazas de salud publica a las que enfrenta la humanidad (OMS, 2021).

A lo largo de la historia, se han utilizado remedios y formulaciones a base de plantas para
tratar una amplia gama de enfermedades. A pesar de la gran cantidad de especies de plantas
en la Tierra, que se estima entre 250,000 y 525,000, solo una pequeia fraccion, que oscila
entre el 1% y el 10%, se ha sometido a investigaciones quimicas y farmacologicas

exhaustivas para descubrir sus posibles propiedades terapéuticas (Teli ef al., 2024).
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En la actualidad, se estan investigando diversas plantas por sus fitoquimicos que son
sustancias quimicas naturales que tienen potencial terapéutico, como efectos antioxidantes,

antimicrobianos, antiinflamatorios, anticancerigenos, entre otros (Yao ef al., 2023).

Esto conlleva a la busqueda de estrategias alternativas para combatir las infecciones
bacterianas. Las fuentes naturales atin albergan una gran cantidad de moléculas bioactivas

que todavia estan por descubrir, particularmente dentro de las plantas (reino Plantae).

Por esta razon, es de interés la busqueda, caracterizacion y evaluacion de la actividad
antimicrobiana de los fitoextractos de Artemisia annua L. (ajenjo dulce), Hibiscus sabdariffa
L. (jamaica), Paronychia argentea Lam. (sanguinaria). Una de las principales ventajas de
uso de los fitoquimicos con fines antimicrobianos es su capacidad multifactorial, ya que esto
dificulta potencialmente la generacion de posibles mecanismos de resistencia en las bacterias.
No obstante, es importante mencionar que también los fitoquimicos pueden actuar en sinergia
con los antibidticos, como los coadyuvantes antibidticos, mejorando su actividad
antimicrobiana y reduciendo potencialmente la cantidad de antibiotico necesaria para tratar

una infeccion (Diaz ef al., 2023).

En el presente estudio se evaluaran los efectos de inhibicion de los tres distintos extractos en
bacterias de importancia clinica, como es Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. y Staphylococcus aureus.

Pregunta de investigacion

(Qué efecto presentan los extractos de ajenjo dulce (Artemisia annua L.), jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.) y sanguinaria (Paronychia argéntea Lam.) frente a bacterias de importancia
médica (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp.,

Shigella sp. y Staphylococcus aureus)?

Justificacion

El presente trabajo estudia los extractos de las plantas Artemisia annua L., Hibiscus
sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam. como una propuesta alternativa de inhibidores

antimicrobianos frente a bacterias de importancia clinica.
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Debido a que la amenaza de resistencia antimicrobiana va aumentando y como consecuencia
las enfermedades que ocasionan son mas graves, es necesario realizar una investigacion sobre
la actividad que presentan los fitoextractos para la inhibicion de bacterias de importancia
médica proponiendo que los extractos de las plantas Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa
L. y Paronychia argentea Lam. podrian ser una gran alternativa fitoterapéutica a esta
propagacion de bacterias que persiste y que dia tras dia se hace mas grande y peligroso para
la salud humana. Para comprobar que los extractos antes mencionados presentan el potencial
de inhibir el crecimiento de microorganismos, se han elegido: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. y Staphylococcus

aureus.

Estas bacterias seleccionadas tienen importancia clinica debido a la capacidad de causar
infecciones graves y su creciente resistencia a los antibioticos. Escherichia coli esta asociada
a factores alimenticios, como el reciente caso en restaurantes de McDonald’s en EE. UU. Las
especies de Klebsiella son patdgenos oportunistas que pueden causar infecciones graves y
algunas especies son resistentes a antibioticos. Pseudomonas aeruginosa afecta a sistemas
inmunocomprometidos y muestra una notable resistencia y adaptacion a diversos
ecosistemas. Salmonella y Shigella provocan intoxicaciones alimentarias y son consideradas
por la OMS como bacterias resistentes. Staphylococcus aureus esta clasificada como de alta
prioridad por la OMS, representa una amenaza global por su resistencia y su impacto en la

mortalidad (FDA, 2024; OMS, 2024).

Objetivos
Objetivo general
Determinar la actividad antibacteriana de los extractos de las plantas Artemisia annua L.,

Hibiscus sabdariffa L., Paronychia argentea Lam. frente a bacterias de importancia clinica.

Objetivos especificos

a) Obtener extractos de las diferentes plantas de estudio.

b) Evaluar la actividad antimicrobiana de los fitoextractos mediante el método de
difusion modificado.

¢) Determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de los fitoextractos frente a

las bacterias sensibles.
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d) Identificar los compuestos fitoquimicos de los extractos de las plantas mediante

Hipotesis

cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

Los extractos de las plantas Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia

argentea Lam. poseen propiedades antimicrobianas que podrian constituir una alternativa

fitoterapéutica efectiva frente a la creciente resistencia microbiana.

H,: Los extractos de plantas evaluados no son una alternativa como fitoterapia debido a que

no presentan actividad antimicrobiana.

H;: Los extractos de plantas evaluados presentan actividad antimicrobiana, por lo que

constituyen una alternativa viable para su uso en fitoterapia.

Diseiio de la investigacion

a)

b)

d)

Tipo de estudio:
- Descriptivo
- Observacional
- Transversal
- Analitico
Universo del estudio:
Se evaluaran los extractos de las plantas Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa
L. y Paronychia argentea Lam.
Tamario de muestra:
3 extractos de las plantas:
0 Artemisia annua L.
0 Hibiscus sabdariffa L.
0 Paronychia argentea Lam.
Sede y lugar del estudio:
Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ).
Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbiologicas — Instituto de Ciencias (ICUAP).

Criterios de seleccion (criterios de inclusion y criterios de exclusion):
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En la tabla 1 se mencionan los criterios de seleccion para llevar a cabo la

investigacion.

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion que se aplicaron en la investigacion.

g

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

Seleccion de las partes de las plantas

Flor, tallo y hoja de Artemisia annua

e Partes de las plantas contaminadas o

Flor de Hibiscus sabdariffa L.

con plaga

Hoja y raiz de Paronychia argentea

Lam.

Recursos humanos:

Tesista:

Eileen Lendech Escobar

Director de Tesis:

D.C. Ma. Dolores Castafieda Antonio

Codirector:

D.C. Alma Loépez Garcia

Diserio estadistico.

Comparar la eficacia antimicrobiana de diferentes extractos vegetales con

ANOVA (paramétrica).

Materiales y Metodologia

Materiales y reactivos:

Material vegetal: Compra y obtencion de las plantas frescas o secas
Reactivos quimicos:
Solventes para la extraccion: Hidroetanol (agua destilada-etanol, 50:50 v/v), etanol

(alcohol etilico de cafia 96°), cloroformo y hexano.
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e Estandar de McFarland (estandar de 0.5)

e Medios de cultivo: (agar Mueller-Hinton, caldo Mueller-Hinton, caldo nutritivo, agar
soya tripticaseina, medios de cultivo para identificacion de bacterias)

e Tincion de Gram (colorantes: Cristal violeta, Lugol, Alcohol-acetona, Safranina)

e Cepas bacterianas: microorganismos donados del cepario del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP.

Equipos:

e Autoclave

e Refrigerador

e Balanza analitica

e Bomba de vacio

e Estufa u horno

e (Campana de humos

e Campana de flujo laminar

e Esterilizador eléctrico / lampara de alcohol

e Microscopio

e Sonicador

e Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas (CG/EM)

e Espectrofotometro

e Agitador de tubos y microplacas

En la tabla 2, se presentan las cepas bacterianas que se utilizaran para realizar la evaluacion
de la actividad antimicrobiana de los fitoextractos de Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa

L. y Paronychia argentea Lam.

Tabla 2. Materiales bioldgicos para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los fitoextractos.

Materiales bioldgicos

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Cepas bacterianas Pseudomonas aeruginosa
Salmonella sp.
Shigella sp.
Staphylococcus aureus

68



Metodologia

Diagrama de la metodologia experimental

En el diagrama 1 se muestra la metodologia general que se llevo a cabo para realizar la
evaluacion de actividad antimicrobiana y caracterizacion de los fitoextractos de las plantas
de Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam. frente a bacterias
de importancia clinica como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus aureus. Como primer paso, se llevod
a cabo la adquisicion de las plantas Artemisia annua L. y Paronychia argentea Lam. en el
jardin botanico de Tlaxcala y la planta Hibiscus sabdariffa L. se adquiri6 con los jamaiqueros
de Tzicatlan, Puebla. Después, se obtuvieron los fitoextractos a través de la técnica de
maceracion y extraccion por sonicacion. A los extractos con el solvente hidroetanolico (50:50
v/v) se les realizé filtracion gruesa, seguido de una esterilizacion mediante filtracion para
posteriormente realizar los ensayos microbioldgicos, y a los extractos con los solventes

etanol, hexano y cloroformo se les realizo6 el anélisis cromatografico.
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Diagrama 1. Diagrama de la metodologia general de la evaluacion de los extractos mediante ensayos para el

analisis microbiologico y cromatografico.
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En el diagrama 2 se muestra la estandarizacion del indculo para realizar los ensayos del
andlisis microbiologico. Este proceso se llevo a cabo usando el estandar de 0.5 de McFarland,
el cual se compar¢ la concentracion de los indculos bacterianos en unidades formadoras de
colonias (UFC). Se midi6 la absorbancia de los in6culos de estudio a una longitud de onda
de 625 nm. La finalidad de esta prueba estandar fue que los indculos bacterianos se
encuentren a la misma concentracion [1.5x108 UFC/mL] para sembrar en las placas Petri
con agar Miieller-Hinton, que es el medio de cultivo estandarizado para las pruebas de
inhibicion. El primer ensayo para la prueba de inhibicion fue el de difusion en agar mediante
la técnica de Kirby-Bauer modificado, que consistié6 en sembrar de forma masiva cada
microorganismo en su placa correspondiente, dejar impregnar la cepa, colocar 4 pL de cada
uno de los tres extractos de plantas, del control negativo y del control positivo que es el
control farmacologico con una concentracion de 30 mg/mL, obteniendo 6 gotas con un
volumen de 4 pL cada una en la placa Petri. Después, se incubaron a 35°C y se observaron
de 18 a 24 h., (Balouiri et al., 2016; Salam et al., 2023; Xiu et al., 2023; Webber et al., 2022;
Wenzler et al., 2023; CLSI, 2024). Por otro lado, se realizo6 el segundo ensayo que consistio
en el método de dilucién (microdilucion) para conocer la concentracion minima inhibitoria
de los fitoextractos, donde se agrego6 a cada pocillo de la microplaca caldo Mueller-Hinton,
extracto de planta e inoculo bacteriano, para posteriormente realizar las diluciones seriadas
correspondientes. Se incubd a 35°C y se observé durante 18 a 24 h. Finalmente, se realizo la
metodologia de goteo por sellado en placa masivo para conocer la concentracion minima

inhibitoria de los fitoextractos (Corral-Lugo et al., 2012; Xiu et al., 2023; CLSI, 2024).
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Diagrama 2. Estandarizacion del indculo y pruebas de inhibicion por el método de difusion en agar mediante la

técnica de Kirby-Bauer modificado y método de dilucion por microdilucion para el analisis microbiologico de
los extractos en estudio.
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A continuacidn, se detalla cada paso de la metodologia experimental que se realiz6 para la

evaluacion de los extractos de interés (figura 28).

1y
. . a
Secado / Pulverizacién
53 et
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Etanal i L]
P Analisis
Cloroformo N
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Figura 28. Diagrama general de la metodologia experimental para la evaluacion antimicrobiana de los
fitoextractos.

Adquisicion de las plantas

La adquisicion de las plantas de Artemisia annua L. (flor, tallo y hoja) y Paronychia argentea
Lam. (hoja y raiz) se llevo a cabo en el mes de octubre del 2024 en el jardin botanico de
Tlaxcala (Jardin Etnobiolégico Tlaxcallan) y la planta Hibiscus sabdariffa L. (flor) se
adquirio en el mes de octubre del 2024 con los jamaiqueros de Tzicatlan, Puebla. En las

figuras 29 y 30 se muestra el mapa del lugar donde se obtuvieron las plantas.
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Figura 29. Ubicacién del Jardin Etnobioldgico Figura 30. Ubicacion de la region donde se cultiva y
Tlaxcallan donde se adquirieron las plantas: vende la planta Hibiscus sabdariffa L.
Artemisia annua L. y Paronychia argentea Lam.

Proceso de secado y pulverizacion del material vegetal

Se limpiaron cuidadosamente las plantas para eliminar insectos o piedras. Posteriormente, se
coloc6 la muestra en charolas de aluminio, procurando distribuirlas de manera uniforme para
permitir una correcta circulacion de aire. Se introdujeron las charolas en la estufa de secado,
previamente ajustada a 50°C durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se retiraron las
muestras y se verificd que estuvieran completamente secas, crujientes y sin humedad visible
(figura 31). A continuacion, se trituraron en un molino eléctrico hasta obtener un polvo fino
con la finalidad de reducir el tamafio de la muestra y tener mas area de interaccion con el
solvente de extraccion (Xiu ef al., 2023). Finalmente, se almacenaron en bolsas herméticas

protegidas de la luz y la humedad hasta su posterior uso (figuras 32 y 33).

Figura 31. Proceso de secado de la planta de Arfemisia annua L. Izquierda: antes de secar y Derecha: después
de secar.
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Figura 32. Plantas trituradas y pulverizadas. a) Artemisia annua L., b) Hibiscus sabdariffa L., c)
Paronychia argentea Lam.

Figura 33. Plantas trituradas en bolsa hermética para su posterior uso. a) Artemisia annua L., b) Hibiscus
sabdariffa L., ¢) Paronychia argentea Lam.
Obtencion de extractos
Para obtener los diferentes extractos con los que se trabajo se seleccionaron las plantas
Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L.y Paronychia argentea Lam. Se pesaron 2 gramos
de muestra pulverizada de cada planta para la obtencion de los cuatro diferentes extractos a
trabajar mediante maceracion con los siguientes solventes: hidroetanol, etanol, hexano y

cloroformo. En las figuras 34 — 36, se muestra el pesaje de las muestras vegetales.
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Figura 34. Muestra pesada de Figura 35. Muestra pesada de Figura 36. Muestra pesada de
Artemisia annua L. Hibiscus sabdariffa L. Paronychia argentea Lam.

Extraccion de fitoextractos por maceracion

La obtencion de los extractos hidroetanolico, etanolico, hexdnico y cloroformico de las
plantas se realizo por maceracion (figura 37 — 40). Una vez teniendo la materia vegetal pesada
en el recipiente de vidrio, se coloco el solvente seleccionado hasta cubrir 2 mm por encima
del nivel de la materia vegetal. Se dejé macerar durante 24 horas a temperatura ambiente,

agitando ocasionalmente para favorecer la extraccion de los fitocompuestos.

Figura 37. Extractos etandlico, Figura 38. Extractos etandlico, Figura 39. Extractos etandlico,
hexanico y cloroformico de hexanico y cloroformico de hexanico y cloroformico de
Artemisia annua L. Hibiscus sabdariffa L. Paronychia argentea Lam.
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Figura 40. Extractos de plantas: a) Recipientes con 2 g de cada materia vegetal (Artemisia annua L., Hibiscus
sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam.) y b) Materia vegetal con solvente hidroetanoélico para las pruebas
de inhibicion antimicrobiana.

Extraccion asistida por ultrasonido (EAU) o por sonicacion

Los extractos fueron obtenidos a través de dos métodos de extraccion, inicialmente por
maceracion y posteriormente mediante extraccion asistida por ultrasonido. Para realizar este
método se utilizaron los extractos obtenidos por maceracion, los frascos con el material
vegetal y el solvente se colocaron en un sonicador (Sunne) a una temperatura de 25°C durante
10 minutos (figura 41 y 42). Este método permitid una extraccion mas eficiente mediante la
cavitacion generada por las ondas ultrasonicas, por lo cual mejor6 la extraccion de

fitocompuestos que se obtuvo por maceracion (Xiu et al., 2023).

Figura 42. Extraccion de extractos vegetales por extraccion asistida por ultrasonido (EAU), de izquierda a
derecha: Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam.

77



Filtracion para analisis cromatografico y analisis microbioldgico

Para la identificacion de fitocompuestos y evaluacion de los fitoextractos se llevo a cabo una
separacion que consiste en filtrar la extraccion solido-liquido con ayuda de papel filtro, hasta
enjuagar bien la materia vegetal con el mismo solvente de extraccion. En la figura 43 se

recolecto el filtrado en un vial previamente estéril (Cano, 2022; Xiu ef al., 2023).

Figura 43. Filtrado no esterilizado de extractos hidroetandlicos de plantas, de izquierda a derecha: Artemisia
annua L., Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam.

Esterilizacion del extracto vegetal para el analisis microbiologico

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los fitoextractos, se realizd un primer
filtrado para retirar la materia vegetal. Posteriormente, se efectu6 una esterilizacion mediante
filtracion utilizando un portafiltros con membrana de filtracion de ésteres de celulosa mixta
(MCE) de 0.22 um, con el objetivo de obtener un fitoextracto filtrado y estéril. Previamente,
todo el material empleado en el proceso fue esterilizado en autoclave a 121°C durante 15
minutos (Shyam & Palaniappan, 2023; Xiu et al., 2023; Qi et al., 2025). El filtrado estéril se
recolectd en un vial estéril, empleando una bomba de vacio para acelerar el proceso de

recoleccion del fitoextracto (figura 44 y 45).

Figura 44. Esterilizacion mediante un filtrado.
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Figura 45. Esterilizacion por filtrado: a) Esterilizacion mediante un filtrado con un portafiltro de jeringa y
uso de bomba de aire, b) Viales con extracto o filtrado estéril, de izquierda a derecha: Artemisia annua L.,
Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam.

Identificacion de compuestos mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM)

La caracterizacion de los extractos obtenidos se realizd con ayuda de un cromatografo de
gases Agilent Technologies 7890A acoplado a un espectrometro de masas Agilent
Technologies 5975C (figura 46). Se utilizé una columna Zebron ZB-50 (30 m de longitud,
0.25 mm de didmetro interior y 0.25 um de espesor de la pelicula de fase estacionaria) para
la separacion de los componentes de los extractos. Las condiciones de cromatografia de gases
(CQ) establecidas para el andlisis fueron las siguientes:

Rampa de temperatura inicial: 60°C/1min, 12°C/min, 194°C/2min

Segunda rampa de temperatura: 10°C/1min, 295°C/4min.

Temperatura del inyector: 250°C

Temperatura del horno de la columna (inicial): 60°C (mantener 3 min)

Caudal de helio: 1.3 mL/min

La adquisicion y el procesamiento de datos se realizaron mediante el software Agilent
ChemStation y se emple6 la biblioteca de espectros de masas del NIST 08 (Instituto Nacional

de Normas y Tecnologia) para la identificacion de los componentes en los fitoextractos.

Para tal fin, se llevo a cabo la inyeccion de 1 pL de muestra de cada extracto a través del
puerto de inyeccion del cromatdgrafo de gases (figura 47). Después del andlisis de la muestra

se obtiene el cromatograma (figura 48).
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Figura 46. Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A acoplado a un espectrometro de masas Agilent
Technologies 5975C.

Figura 47. Carrusel con muestras para la toma de muestra (1 puL) por el puerto de inyeccion y la identificacion
de fitocompuestos.

Figura 48. Cromatograma obtenido de una muestra en cromatografia de gases Agilent Technologies 7890A.
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Preparacion del material

Preparacion de medios de cultivos

De acuerdo con las directrices establecidas por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2024) para la evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana se utilizé agar Mueller-
Hinton (BD Bioxon, 450 g) como medio de cultivo, el cual se prepard siguiendo las

instrucciones proporcionadas por el fabricante (figura 49).

Figura 49. Proceso de pesaje para la preparacion del medio de cultivo de agar Mueller-Hinton.
Por otro lado, la inoculacién de las suspensiones bacterianas se realizd a partir de un

crecimiento de las cepas en agar nutritivo de 24 h. La preparacion del caldo nutritivo se llevo

a cabo conforme a las instrucciones del fabricante (figuras 50 - 52).

Figura 50. Proceso de pesaje para la preparacion del caldo nutritivo.
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Figura 52. Esterilizacion de medios de cultivo y material requerido para la evaluacion antimicrobiana.
Suspensiones bacterianas en caldo nutritivo
Las cepas empleadas fueron las siguientes:

o Escherichia coli

o Klebsiella pneumoniae

o Pseudomonas aeruginosa

o Salmonella sp.

o Shigella sp.

o Staphylococcus aureus

Se incubaron las cepas en caldo a 30°C durante 16 - 18 horas (figuras 53 — 54).



Figura 53. Cepas aisladas en agar nutritivo.

il &
A

o

AP s
_“M
-
g

i
';,'
] ‘ m%:

w
s

%

W\,

e
N
01§

A,

Figura 54. Cepas inoculadas en caldo nutritivo a partir de cepas en agar nutritivo (figura 53), de izquierda a
derecha: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. 'y
Staphylococcus aureus.

Preparacion de estandares de McFarland

Se prepararon los estandares de McFarland (figura 55), para elaborar una curva de calibracion
y estandarizar la concentracion del indculo bacteriano al estandar de McFarland de 0.5 de

turbidez, a partir del cual se ajustaron las suspensiones de las cepas a estudiar para los retos

microbiologicos.
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Figura 55. Preparacion de los estandares de McFarland en el laboratorio. Imagen que muestra tubos de ensayo
con 1% de cloruro de bario y 1% de acido sulfurico.

Se leyeron las absorbancias de los estandares de McFarland a una longitud de onda (A) de
625 nm en el espectrofotometro (TAISITE) (figura 56) usando una celda de vidrio. Entre
cada lectura de cada estandar de McFarland se realizaron tres enjuagues consecutivos de la
celda utilizando agua destilada, para posteriormente realizar la curva de calibracioén y conocer
la ecuacion de la recta (Balouiri et al., 2016; Webber et al., 2022; CLSI, 2024; Mahesh et al.,
2025).

Figura 56. Espectrofotometro (TAISITE) utilizado para la medicion de absorbancia a una longitud de onda de
625 nm.

Preparacion y estandarizacion de inoculos
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de las cepas que se inocularon en caldo
nutritivo se ley6 la absorbancia a una longitud de onda (A) de 625 nm en el espectrofotometro

usando una celda de vidrio.

Con la ecuacion de la recta obtenida con las lecturas de la absorbancia de cada estandar de

McFarland se determind la concentracion real bacteriana de cada tubo con caldo nutritivo.
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La concentracién bacteriana para una prueba de inhibicién debe ser estandarizada de 1.5x108
UFC/mL (similar a un estandar de 0.5 de McFarland), para ello se realizaron diluciones con

solucion salina estéril en un tubo estéril para obtener la concentracion adecuada (figura 57).

Figura 57. Suspension bacteriana a 0.5 de McFarland, de izquierda a derecha: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. y Staphylococcus aureus.

Pruebas de inhibicion antimicrobiana

Método de difusion en agar

Las pruebas se realizaron mediante el método de difusion en agar con la técnica de Kirby-
Bauer modificado.

Una vez que se realizd la estandarizacion bacteriana de las cepas mencionadas, en zona de
esterilidad y en la campana de flujo laminar, se sumergi6 un hisopo estéril en la suspension
bacteriana, se dejo escurrir dos veces en las paredes del tubo de vidrio y se realizd un
sembrado masivo en la placa correspondiente de manera uniforme para el crecimiento del
microorganismo, se dejé que se impregnara al medio entre 10 a 15 segundos. Una vez
transcurrido el tiempo establecido, se dispensd una gota de 4 pL de cada extracto, control
positivo (azitromicina y cefotaxima a una concentracion de 30 mg/mL) y control negativo
(solvente) con ayuda de una micropipeta en la zona correspondiente. Esta operacion se
realizo por triplicado (tabla 3). Los extractos y controles se observan en la figura 58 y en la
figura 59 se puede visualizar la distribucion de los extractos en la placa Petri para su

evaluacion.
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Se incubaron las placas a 30°C durante 18 a 24 horas para observar si se obtenian resultados
de inhibicion de crecimiento de los microorganismos evaluados (figura 60) (Bauer et al.,

1966; Webber et al., 2022; CLSI, 2024).

Tabla 3. Extractos de plantas, controles positivos y control negativo para los antibiogramas. Nota: Artemisia
annua L. F - T/H (Flor — Tallo-Hoja), Hibiscus sabdariffa L. F (Flor), Paronychia argentea Lam. H/R
(Hoja/Raiz).

Extracto 1 Artemisia annua L. F — T/H 4uL
Extractos de Extracto 2 Hibiscus sabdariffa L. F 4uL
plantas Paronychia argentea Lam.
Extracto 3 4uL
H/R
Farmaco 1 Azitromicina, 30 mg/mL 4uL
Control positivo
Farmaco 2 Cefotaxima, 30 mg/mL 4uL
Control negativo ~ Solvente (50:50 v/v) Etanol - agua 4uL

Figura 58. Viales de extractos hidroetandlicos estériles, controles positivos y control negativo. Izquierda a
derecha: Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam., cefotaxima (30 mg/mL) ,
azitromicina (30 mg/mL) y control negativo (etanol:agua (50:50 v/v).
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Figura 59. Izquierda: Placa Petri rotulada. Derecha: Distribucion de las gotas de extractos, controles positivos
y control negativo para las pruebas de inhibicion mediante la técnica de Kirby-Bauer modificado.
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Figura 60. Incubacion de las placas a 30°C durante 18 - 24 horas.
Tras el tiempo de incubacion, se observaron las placas y se tomaron las medidas de los halos
de inhibicion de los extractos y controles que presentaron efecto inhibitorio mediante el uso

de la aplicacion “Imagel” (figura 61).
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Figura 61. Ejemplo de medida del halo de inhibicion (5.900 mm) del extracto hidroetandlico de Hibiscus
sabdariffa L. frente a Klebsiella pneumoniae, en la aplicacion Imagel.

Analisis de datos
Los datos y promedios de los halos de inhibicion se ordenaron con el programa Microsoft

Excel, Microsoft 365 MSO (version 2507), y el analisis estadistico con Minitab Statistical
Software 22. Se realizd un anélisis de varianza (ANOVA, p = 0.05) de un factor para
comparar la actividad antimicrobiana de los extractos y la prueba de Tukey, para determinar
diferencias significativas, con un nivel de confianza simultanea del 95%, que es igual a una
tasa de error de 0.05.

Para determinar las diferencias significativas entre los valores promedio de los halos de
inhibicion se utilizé el método de hipotesis nula (Hy): todas las medias son iguales y la
hipotesis alterna (H;): no todas las medias son iguales; con un nivel de significancia a = 0.05.
Un valor de p < 0.05 indic6 una diferencia significativa estadisticamente (se rechaza H y se

acepta H;) (Minitab, 2025).

Microdilucion en caldo

Para conocer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los tres extractos frente a las
bacterias sensibles se realizo la técnica de microdilucion en caldo.

Se prepard 75 mL de caldo Mueller-Hinton (Millipore®, figura 62y 63).
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Figura 62. Caldo Mueller-Hinton.

Figura 63. Proceso de pesaje para la preparacion de caldo Mueller-Hinton.
Los extractos iniciales se diluyeron 1:2 respecto a su concentracion con solvente

hidroetanolico en un vial previamente esterilizado (figura 64), para obtener la cantidad de

extracto necesaria para la concentracion inicial (512 mg/mL) en la microplaca (CLSI, 2024).

Figura 64. Viales con dilucion 1:2 de los extractos iniciales. De izquierda a derecha: Artemisia annua L.,
Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam.

Como se menciond anteriormente, se realizaron suspensiones bacterianas a 0.5 de McFarland

de las bacterias que fueron sensibles a los extractos correspondientes en el método de difusion
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en agar: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp.
y Staphylococcus aureus.

Una vez esterilizada la microplaca (esterilizacion con luz ultravioleta durante 1 hora), se
procedio a colocar en la columna 1 el volumen correspondiente de cada extracto a una
concentracion de 512 mg/mL (figura 65). Después, se realizaron diluciones 1:2 en los
siguientes pocillos hasta obtener 2 mg/mL del extracto y se agreg6 el caldo Mueller-Hinton

hasta aforar a 300 uL (CLSI, 2024).

Figura 65. Microplaca para la evaluacion de extractos en Escherichia coli. Columna 1: extractos a 512 mg/mL
y caldo Mueller-Hinton, Fila A — C: extracto de Hibiscus sabdariffa L.y Fila D — F: extracto de Paronychia
argentea Lam.

Se agregaron 150 pL de caldo Mueller-Hinton a toda la fila y columna 1-12, excepto a la
columna 10, la cual se excluyo para diferenciar los controles. El control de crecimiento que
fue el caldo e indculo bacteriano (columna 11) sirve para verificar que el microorganismo de
estudio es viable bajo las condiciones del ensayo y el control donde inicamente se pone el

caldo (columna 12) sirve para confirmar que el medio de cultivo estd estéril, figura 66.
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Figura 66. Esquema de microplaca con las concentraciones correspondientes en cada pocillo de un extracto a
evaluar y los controles de crecimiento y esterilidad.

Después se adicionaron 10 uL de la suspension bacteriana con una concentraciéon de 1.5x108
UFC/mL, correspondiente a los extractos a evaluar (columna 1 a 11, excepto 10), quedando
cada pocillo con un volumen total de 160 pL. La evaluacioén de cada extracto se realizo por
triplicado para cada bacteria correspondiente (figura 67). Finalmente, se incubaron a 30°C
durante 18 horas en agitacion con el agitador de microplacas GyroTwister de Labnet (figura

68).

Figura 67. Microplaca terminada para la evaluacion de extractos de Hibiscus sabdariffa L.y Paronychia
argentea Lam., en Escherichia coli.
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Figura 68. Proceso de agitacion durante la incubacion de microplacas en el agitador GyroTwister de Labnet.

Una vez transcurrido el tiempo establecido se observaron los pocillos y se realizé la técnica
de sellado o estampado de diluciones seriadas de muestras o también conocida como “Goteo
por Sellado en Placa Masivo”, para cuantificar bacterias cultivables de forma masiva, rapida
y econdmica. Con un replicador se tomo un volumen (aproximadamente 1.65 pl) de muestra
de cada pocillo y se inoculd por sellado en medio de crecimiento gelificado de interés (medio
Mueller-Hinton) (figura 69). Las placas se incubaron de 18 — 24 horas (figura 70), y se
determino la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de cada extracto correspondiente a la

cepa (Corral-Lugo et al., 2012).

Figura 69. Sellado de inoculo de cada pocillo de la microplaca en medio Mueller-Hinton.
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Figura 70. Placas selladas del indculo de cada pocillo de la microplaca mediante la metodologia de “Goteo
por Sellado en Placa Masivo” para conocer la concentracion minima inhibitoria de los fitoextractos frente a
las bacterias sensibles.

A continuacidn, se presenta un esquema para conocer la concentracion minima inhibitoria de

los extractos que se evaluaron (figura 71).

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
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Interpretacicn: CMI = 128 ma/mL La concentracion minima inhibitoria del extracto x
P g frente a la cepa y es 128 mg/mL.

Figura 71. Interpretacion de la técnica de sellado para conocer la CMI de los fitoextractos evaluados.
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Resultados y Discusion

Concentraciones obtenidas de los diferentes extractos

Las concentraciones obtenidas de los extractos hidroetanélicos (agua-etanol, 50:50 v/v) de
Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam., mediante la
extraccion por maceracion y asistida por ultrasonido se detallan en la tabla 4. Las
concentraciones se muestran en concentracion clinica expresada en g/mL o mg/mL y en
concentracion fitoquimica expresada en relacion droga — extracto (RDE). De acuerdo con
Canigueral & Vanaclocha (2025), los extractos que se analizaron en este estudio se
consideran como extractos secos debido a que era mayor la cantidad de droga vegetal que la
cantidad de extracto obtenido. Es importante establecer las concentraciones a las que los
metabolitos presentes en las plantas resultan eficaces para ejercer su funcidon bioldgica
antibacteriana.

Tabla 4. Concentraciones de los extractos hidroetanolicos de Artemisia annua L. F - T/H (Flor — Tallo-Hoja),

Hibiscus sabdariffa L. F (Flor), Paronychia argentea Lam. H/R (Hoja/Raiz). *La concentracion en relacion
droga-extracto (RDE) es en g:mL.

Materia Solvente [Fitoquimica]
vegetal .
[Clinica] .,
Planta Peso Volumen Relacion droga —
extracto (RDE)*
Artemisia annua
L F-T/H 2.0498 2049.8 1 0.001 2.0498 2049.8 2:1
Hibiscus .
sabdariffa L. F 2.0656 2065.6 1 0.001 2.0656 2065.6 2:1
Paronychia
argentea Lam. 2.0379 20379 1 0.001 2.0379 2037.9 2:1
H/R

Nota: Con relacion a la concentracion fitoquimica, n:n: Cantidad de droga vegetal : Cantidad de extracto.

Identificacion de cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron donadas por el cepario del Departamento de Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP. No obstante, para su corroboracion e identificacion
se realizaron pruebas bioquimicas a las bacterias, considerando los criterios de Cowan y

Steel, tales como la tincion de Gram, metabolismo, produccion de catalasa y oxidasa,
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movilidad, crecimiento y produccién de acido a partir de glucosa. Los resultados se

visualizan en el anexo 1.

En la tabla 5 y 6 se presentan los resultados de la identificacion de las cepas, los cuales se
corroboraron con lo reportado por Romero (2024). Los microorganismos de estudio fueron
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp., Shigella sp., Pseudomonas

aeruginosa 'y Staphylococcus aureus.

Tabla 5. Resultados de pruebas bioquimicas para la identificacion de los microorganismos de estudio
gramnegativos. Los resultados se corroboraron con lo reportado por Romero (2024).

Bacteria TSI LIA MIO
LAC CAT OXI CIT URE

gramnegativa / H,S GAS DESAM DESCAR H,S MOV IND ORN
E. coli + + - A/A - + - n _ + + + _ _
K. pneumoniae + + - A/A - + - + - - - - + +
Salmonella sp. - + - K/A + - - + + + - + + -
Shigella sp. - + - K/A - - - - - _ + _ _ _
P. aeruginosa - + + K/sc - - /sc /sc - + - /sc + -

Nota: LAC, Lactosa; CAT, Catalasa; OXI, Oxidasa; Produccion de H,S: sulfuro de hidrogeno y gas; DESAM: Desaminacion de Lisina; DESCAR:
Descarboxilacion de Lisina; MOV, Movilidad, IND, Indol; ORN, Ornitina; CIT, Citrato; URE, Ureasa; MET, /sc: sin cambio.

Para la identificacion de la bacteria grampositiva, se realizé la determinacién de manitol,
produccion de catalasa y oxidasa, y presencia de desoxirribonucleasa (DNasa); los resultados

se corroboraron con lo que reporta Romero (2024).

Tabla 6. Resultados de pruebas bioquimicas para la identificacion del microorganismo de estudio grampositivo.

Bacteria SALY
. CAT OXI DNasa
grampositiva MANITOL
S. aureus + - +* +**

Nota: CAT, Catalasa; OXI, Oxidasa. *Fermentador de manitol. ** Presencia de enzima desoxirribonucleasa (DNAsa).

Estandarizacion del inoculo bacteriano

La estandarizacion del inoculo bacteriano se realizé con ayuda de una curva de calibracion
de los estandares de McFarland para ajustar y estandarizar los inoculos bacterianos al

estandar de 0.5 de McFarland con una concentracion de 1.5x108 UFC/mL. En la tabla 7 se



muestran las absorbancias de cada estandar de McFarland que se tomaron en cuenta para

generar la curva de calibracion.

Tabla 7. Resultados de absorbancia de los estandares de McFarland para la curva de calibracion y
estandarizacion de los indculos bacterianos.

Estandar 0.5 1 2 3 4 5
McFarland
Cloruro de Bario — 5 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
(BaCly) al 1% (mL)
Acido Sulfiiricoal g o5 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5

1% (H,S0,) (mL)
p aprox. del recuento  ; = 408
celular (UFC/mL)
Absorbancia o
Densidad dptica 0 0195 0382 0596  0.794 0.886
(D.0)
(A =625 nm)

3.0x10% 6.0x10% 9.0x10%® 12.0x10%® 15.0x108

En la figura 72 se muestra la curva de calibracion obtenida para los estandares de McFarland,
la cual exhibe una relacion lineal positiva entre la densidad celular y la absorbancia a longitud
de onda de 625 nm (R? = 0.9851). El alto coeficiente de correlacién indica que la

absorbancia puede emplearse de forma confiable para estimar la concentracion bacteriana.

Curva de Calibracion: Estandares de

McFarland
! 0.886
0.9 0.794 @
€08 ..
v 0.7
g 0.596 .-
c 06 °.
© 05
B 0.382 .+
% 04 ...‘.
2
g 03 0.195 .-
el
< 02 g y = 6E-10x - 0.0093
0.1 | 0.042 R%=0.9851
[ J
0
0.00E+00 5.00E+08 1.00E+09 1.50E+09 2.00E+09

Densidad celular (1x1018)

Figura 72. Curva de calibracion de los Estandares de McFarland.
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Posteriormente, con la ecuacion de la recta (y = 6E — 10x + 0.0093) y despejando x se
estimo la densidad celular a partir de las absorbancias de los indculos preparados de las cepas
bacterianas (tabla 8), estandarizando el indculo a una concentracion de 1.5x108 UFC/mL con

solucion salina estéril (0.5 de McFarland).

Tabla 8. Concentraciones de los indculos bacterianos a partir de la ecuacion de la recta (figura 72) para la
estandarizacion a 0.5 del estandar de McFarland (1.5x108 UFC/mL), CLSI.

Bacteria Absorbancia Concentracion
(A= 625 nm) (UFC/mL)
Escherichia coli 0.282 4.86x108
Klebsiella pneumoniae 0.290 4.99x108
Pseudomonas aeruginosa 0.154 2.72x108
Salmonella sp 0.206 3.59x108
Shigella sp 0.168 2.96x108
Staphylococcus aureus 0.242 4.19x108

Actividad antimicrobiana de los fitoextractos

Ensayos antibacterianos de extractos de Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y
Paronychia argentea Lam. en organismos de prueba bacterianos

Meétodo de difusion en agar con la técnica de Kirby-Bauer modificado

En las figuras 73 — 78, se muestran los efectos inhibitorios de los retos microbioldgicos de
los extractos hidroetandlicos (50:50 v/v) frente a cepas de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. y Staphylococcus

aureus. La prueba del ensayo por triplicado se visualiza en el anexo 2.

El control positivo fue azitromicina para E. coli, K. pneumoniae, Salmonella sp., Shigella sp.
y S. aureus. y cefotaxima para P. aeruginosa. El control negativo demostr6 no intervenir en
la inhibicion bacteriana de los extractos obtenidos. Por lo cual, se asegura que la inhibicién
que se observa es por la presencia de compuestos bioactivos con capacidad antimicrobiana

en los fitoextractos.

A simple vista, el control positivo demostré mejor actividad inhibitoria que los extractos. No
obstante, los fArmacos son compuestos puros en dosis conocidas (30 mg/mL) y efectivas para

el tratamiento de infecciones, mientras que los extractos vegetales poseen multiples
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compuestos que diluyen la concentracion del componente bioactivo principal. Esto puede

reflejarse en la reduccion del halo de inhibicion contra los microorganismos estudiados.

Figura 73. Método de difusién en agar de los Figura 74. Método de difusion en agar de los extractos

extractos hidroetandlicos utilizando Escherichia hidroetandlicos utilizando Klebsiella pneumoniae como
coli como microorganismo de prueba. microorganismo de prueba.

Figura 75. Método de difusion en agar de los Figura 76. Método de difusion en agar de los extractos
extractos hidroetandlicos utilizando Pseudomonas hidroetandlicos utilizando Salmonella sp. como
aeruginosa como microorganismo de prueba. microorganismo de prueba.

Figura 77. Método de difusion en agar de los Figura 78. Método de difusion en agar de los extractos
extractos hidroetandlicos utilizando Shigella sp. hidroetanélicos utilizando Staphylococcus aureus como
como microorganismo de prueba. microorganismo de prueba.



En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos mediante el método de difusion en agar
con la técnica de Kirby-Bauer modificado. El criterio para determinar la sensibilidad de las
bacterias a los fitoextractos fue a partir del didmetro de la gota de los fitoextractos y
antibioticos, >4.0 mm se clasificdé como bacteria sensible y <4.0 mm como bacteria resistente

al fitoextracto o antibidtico.

Tabla 9. Resultados de la evaluacidon antimicrobiana mediante el método de difusion agar con la técnica de
Kirby-Bauer modificado. Nota: R: Resistente, S: Sensible.

Extractos Controles
Bacteria A H. P Azitromicina Cefotaxima  Etanol -H,0
annua  sabdariffa = argentea C+ C+ destilada, C-
1 R S S S S R
E. coli 2 R S S S S R
3 R S S S S R
© 1 R S S S S R
pneum.()niae 2 R S S S S R
3 R S S S S R
» 1 R S R R S R
aerug.inosa 2 R S R R S R
3 R S R R S R
1 S S R S S R
Salrr;;));.aella ) S S R S S R
3 S S R S S R
1 R R R S S R
Shigella sp. | 2 R R R S S R
3 R R R S S R
1 R S S S S R
S. aureus 2 R S S S S R
3 R S S S S R

Analisis estadisticos
En este estudio se determin6 la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk y

homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene para llevar a cabo un andlisis de

varianza (ANOVA).

Para el analisis estadistico, ANOVA seguido de la prueba de Tukey, se consider6 unicamente
el antibidtico que presentd el menor halo de inhibicidon como control positivo de referencia.
Esta eleccion se fundament6 en que el empleo de un antibiotico con una actividad inhibitoria

superior podria generar diferencias extremas, afectando la homogeneidad de varianzas y
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reduciendo la sensibilidad del andlisis para detectar las variaciones entre los extractos
evaluados. El uso de un control positivo con una actividad inhibitoria més cercana a la de los

fitoextractos permitid establecer comparaciones mas homogéneas.

En la tabla 10, se muestran los resultados en promedios de halos de inhibicion obtenidos de
la evaluacion de la actividad antibacteriana mediante el método de difusion en agar por medio
de gota de los extractos hidroetanolicos de Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y
Paronychia argentea Lam. contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. y Staphylococcus aureus. El control negativo
demostrd no presentar actividad inhibitoria frente a los microorganismos de estudio. Sin
embargo, cuando los resultados se compararon con el control positivo (azitromicina para E.
coli, K. pneumoniae, Salmonella sp., Shigella sp. y S. aureus. y cefotaxima para P
aeruginosa), los extractos hidroetanélicos mostraron una capacidad estadisticamente inferior

al control positivo.

Tabla 10. Promedios en mm de la evaluacion de actividad antimicrobiana de fitoextractos hidroetandlicos
mediante el método de difusion en agar con la técnica de Kirby-Bauer modificado. NA: Sin actividad (0 mm).

Promedio de Zona de Inhibicion (mm)

H.
Bacterias b L sabdariffa. F: argentea. Azitromicina Cefotaxima  Valor p
T/H ¥ H/R
Escherichia coli NA 6.5342.40%  7.36£2.03*  18.53+0.52%  32.40+1.75  0.0003462
Klebsiclla NA 5.66=1.75%  6.04+1.25%  8.33+0394 | 15.98+0.82  0.0821665
pneumomae
Pseudomonas NA 5.59:0.394 NA NA 19.23+1.76®  0.0001955
aeruglnosa
Salmonella sp. = 10.14+0.98%  4.07+0.035 NA 20.73+0.92€  31.06£0.94 = 0.0000006
Shigella sp. NA NA NA 21.00+0.14 = 33.88+0.65 ND
Smpg lroe‘b’g“’”s NA 5.4541.10°  6.34+1.194  22.97+0.548  28.61£0.67 = 0.0000009

A. annua F — T/H: Artemisia annua L. flor — tallo/hoja.

H. sabdariffa ¥: Hibiscus sabdariffa L. flor.

P. argentea H/R: Paronychia argentea Lam. hoja/raiz.

NA: sin actividad.

ND: no determinado.

Nota: Las medias con letras mayutsculas diferentes en superindice dentro de la misma fila muestran
diferencias significativas (p<0.05). Las medias con letras mayusculas iguales en superindice dentro de la
misma fila significa que no existe diferencia significativa (p>0.05).
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La prueba de ANOVA de un factor mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre
el promedio de los halos de inhibicion, excepto en el andlisis estadistico de la bacteria K.
pneumoniae, las medias entre los grupos de estudio resultaron iguales, es decir, tanto el
control positivo como los extractos evaluados mostraron un efecto inhibitorio similar frente

a esa bacteria.

A continuacion, se presentan los analisis de varianza y prueba de Tukey de cada bacteria,
excepto de Shigella sp, que no demostro actividad inhibitoria. Todos los analisis estadisticos
presentaron una correlacion lineal de 0.85 a 1.0 (UnADM, 2019), con un nivel de

significacion del 95% y con un valor de 0=0.05.

En el analisis mediante la prueba de comparaciones multiples de Tukey los valores obtenidos
para la comparacion de los extractos — antibidtico (azitromicina) mostraron una diferencia
estadisticamente significativa frente a Escherichia coli (figura 79). Los extractos de H.
sabdariffa L.y P. argentea Lam. presentaron una actividad inhibitoria similar entre si, sin

embargo, ambos difirieron de manera significativa respecto al antibiotico.

Prueba de inhibicion: Escherichia coli

20.000 T
15.000
10.000

5.000 { {

0.000

Media de halo de inhibicién (m

Art. annua F-T/H @Hib. sab. F  @Par. arg. H/R Azitromicina

Extractos - Antibiotico

Figura 79. Grafica de intervalos fitoextractos - antibiotico frente a Escherichia coli, con un valor de nivel de
confianza del 95%. La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

Los valores obtenidos para la comparacion de los extractos — antibiotico (azitromicina) con
un valor de nivel de confianza del 95%, evidencié que no hay una diferencia significativa

frente a Klebsiella pneumoniae (figura 80). Los extractos H. sabdariffa L.y P. argentea Lam.
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y el antibidtico mostraron una actividad inhibitoria similar, lo cual quiere decir que los

fitoextractos podrian actuar como el antibidtico azitromicina.

Prueba de inhibicién: Klebsiella penumoniae
10.000

—~

8.000 l

o —

4.000

2.000

Media de halo de inhibicion (mm

0.000
Art. annua F-T/H @Hib. sab.F @Par. arg. H/R Azitromicina

Extractos - Antibidtico

Figura 80. Grafica de intervalos fitoextractos - antibidtico frente a Klebsiella pneumoniae, con un valor de
nivel de confianza del 95%. La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

Los valores obtenidos para la comparacion de extractos — antibidtico (cefotaxima) con un
valor de nivel de confianza del 95%, expresaron una diferencia significativa frente a
Pseudomonas aeruginosa (figura 81). El extracto de H. sabdariffa L. difiri6 de forma

significativa respecto al antibiotico.
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Prueba de inhibicion: Pseudomonas aeruginosa
25.000

20.000 §
15.000
10.000

5.000 §

Media de halo de inhibicion (mm)

0.000 ®
Art. annua F-T/H @Hib.sab.F @Par. arg. HHR @ Cefotaxima

Extractos - Antibidtico

Figura 81. Grafica de intervalos fitoextractos - antibiotico frente a Pseudomonas aeruginosa, con un valor de
nivel de confianza del 95%. La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

En el anélisis mediante la prueba de Tukey los valores obtenidos para la comparacion de
los extractos — antibidtico (azitromicina) expresaron una diferencia estadisticamente
significativa frente a Salmonella sp., (figura 82). Tanto el extracto de A. annua L. como
el de H. sabdariffa L. difieren de manera significativa en su actividad inhibitoria respecto

al antibiotico.

Prueba de inhibicidn: Salmonella sp.
25

H

15

10 ®

Media de halo de inhibicién (mm)

0 [
Art. annua F-T/H @Hib. sab. F @Par. arg. H/R ® Azitromicina

Extractos - Antibidtico

Figura 82. Grafica de intervalos fitoextractos - antibidtico frente a Salmonella sp., con un valor de nivel de
confianza del 95%. La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.
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Los valores obtenidos para la comparacion de los extractos — antibidtico (azitromicina)
con un valor de nivel de confianza del 95%, evidenciaron una diferencia significativa
frente a Staphylococcus aureus (figura 83). Los extractos de H. sabdariffa L. y P.
argentea Lam. presentaron una actividad inhibitoria similar entre si, no obstante, ambos

difirieron de manera significativa respecto al antibiotico.

Prueba de inhibicion: Staphylococcus aureus
25

m)

20

15

10

Media de halo de inhibicién (m

Art. annua F-T/H @Hib. sab.F @Par. arg. H/R Azitromicina

Extractos - Antibidtico

Figura 83. Grafica de intervalos fitoextractos - antibiotico frente a Staphylococcus aureus, con un valor de
nivel de confianza del 95%. La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

A pesar de que ciertos extractos no evidenciaron efecto inhibitorio en la prueba de actividad
antimicrobiana por el método de difusion en gota, se continud con el ensayo de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) s6lo para los extractos que si demostraron actividad
inhibitoria.

Meétodo de dilucion en caldo: microdilucion en placa

En las figuras 84 — 88, se observa la evaluacion de la susceptibilidad antibacteriana mediante
la microdilucion en placa para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) de los extractos a los que fueron sensibles las cepas de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp. y Staphylococcus aureus en el

método de difusion en agar. Cada prueba se realizé por triplicado.
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Figura 84. Microdilucion en placa para la determinacion de CMI de los extractos hidroetanolicos de Hibiscus
sabdariffa L.y Paronychia argentea Lam. frente a Escherichia coli.

Figura 85. Microdilucion en placa para la determinacion de CMI de los extractos hidroetanoélicos de Hibiscus
sabdariffa L.y Paronychia argentea Lam. frente a Klebsiella pneumoniae.

Figura 86. Microdilucion en placa para la determinacion de CMI de los extractos hidroetanolicos de Hibiscus
sabdariffa L. frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 87. Microdilucion en placa para la determinacion de CMI de los extractos hidroetanoélicos de Artemisia
annua L. y Hibiscus sabdariffa L., frente a Salmonella sp.

Figura 88. Microdilucion en placa para la determinacion de CMI de los extractos hidroetanoélicos de Hibiscus
sabdariffa L.y Paronychia argentea Lam. frente a Staphylococcus aureus.

Debido a la interferencia de color de los fitoextractos, para conocer la CMI se llevo a cabo

la metodologia de goteo por sellado en placa masivo, haciendo uso del replicador.

Goteo por Sellado en Placa Masivo

En las figuras 89 — 93, se pueden visualizar los resultados de esta metodologia para conocer
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos frente a las bacterias sensibles.
Consultar la figura 71 para interpretar la CMI. Cada ensayo se realizé por triplicado, las
primeras tres filas corresponden a un extracto y las tlltimas tres filas corresponden al segundo

extracto evaluado.
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Figura 89. Técnica de sellado en placa para la determinacion de CMI de Hibiscus sabdariffa L. (CMI= 256
mg/mL) y Paronychia argentea Lam. (CMI=> 512 mg/mL) frente a Escherichia coli.

Figura 90. Técnica de sellado en placa para la determinacion de CMI de Hibiscus sabdariffa L. (CMI= 256
mg/mL) y Paronychia argentea Lam. (CMI= 512 mg/mL) frente a Klebsiella pneumoniae.

Figura 91. Técnica de sellado en placa para la determinacion de CMI de Hibiscus sabdariffa L. (CMI= 128
mg/mL) frente a Pseudomonas aeruginosa.



Figura 92. Técnica de sellado en placa para la determinacion de CMI de Artemisia annua L. (CMI= 512
mg/mL) y Hibiscus sabdariffa L. (CMI= 128 mg/mL) frente a Salmonella sp.

Figura 93. Técnica de sellado en placa para la determinacion de CMI de Hibiscus sabdariffa L. (CMI= 64
mg/mL) y Paronychia argentea Lam. (CMI= 256 mg/mL) frente a Staphylococcus aureus.

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de los fitoextractos evaluados con las cepas
sensibles se puede observar en la tabla 11, cada analisis se realiz6 por triplicado. Las CMI de
los tres extractos variaron de acuerdo con el microorganismo estudiado. El extracto
hidroetanolico de 4. annua L. F - T/H present6 la unica concentracion para inhibir el
crecimiento de Sal/monella sp. (512 mg/mL). El extracto hidroetanolico de Hib. sabdariffa L.
F present6 la menor concentracion para inhibir el crecimiento de S. aureus (64 mg/mL). El
extracto hidroetanolico de Par. argentea Lam. H/R presentd la menor concentracion para

inhibir el crecimiento de S. aureus (256 mg/mL).



Tabla 11. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en mg/mL de los extractos frente a las bacterias sensibles a
los extractos del método de difusion. ND: no determinado.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en mg/mL
Extractos Hidroetanolicos

Bacteria A. annua F - T/H H. sabdariffa F P. argentea H/R
Escherichia coli ND 256 > 512
Klebsiella pneumoniae ND 256 512
Pseudomonas aeruginosa ND 128 ND
Salmonella sp. 512 128 ND
Staphylococcus aureus ND 64 256

A. annua F — T/H: Artemisia annua L. flor — tallo/hoja.
H. sabdariffa F: Hibiscus sabdariffa L. flor.

P. argentea H/R: Paronychia argentea Lam. hoja/raiz.
ND: no determinado.

Las bacterias, tanto grampositivas como gramnegativas, constituyen uno de los principales
agentes etiologicos responsables de multiples infecciones humanas. La creciente resistencia
a los antimicrobianos convencionales ha limitado las opciones de tratamiento. Por ende, se
ha probado el potencial antimicrobiano de los extractos de las plantas de Artemisia annua L.,
Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam. A la luz de los resultados obtenidos, los
extractos de las plantas y fitocompuestos estudiados pueden ser una alternativa segura para

el tratamiento de infecciones bacterianas.

Las experiencias de estudios previos analizaron las propiedades antimicrobianas de los
extractos de Artemisia annua L., Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam. usando
un disolvente de diferente polaridad, pero no existen antecedentes que hayan analizado la
actividad antimicrobiana de estos extractos obtenidos de un extracto hidroetanolico (50:50
v/v) con la correspondiente determinacion de la CMI frente a microorganismos de

importancia clinica.

Los resultados de la evaluacion antimicrobiana in vitro de los fitoextractos demostraron que
los extractos hidroetandlicos de Hibiscus sabdariffa L. y Paronychia argentea Lam.
inhibieron mejor el crecimiento de E. coli, K. pneumoniae y S. aureus. Sin embargo, el
extracto de Hib. sabdariffa L. fue mejor estadisticamente para inhibir més bacterias y a menor
concentracion (tabla 10y 11). Aunque algunos extractos no mostraron actividad muy visible
contra los microorganismos utilizando el método de difusion en agar (en las figuras 73 — 78),

si presentaron actividad antimicrobiana al analizarse mediante el método de microdilucion.
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Esta diferencia podria estar relacionada con la manera en que los metabolitos de los extractos
se difundieron en el agar, utilizando el método de difusion, la cual podria no ser tan
homogénea como por el método de microdilucion donde los metabolitos se mezclan en un
medio acuoso homogéneo, favoreciendo mejor la interaccion de los fitocompuestos con las

bacterias de estudio.

El extracto de 4. annua L. inhibid el desarrollo de sélo una bacteria gramnegativa,
Salmonella sp. a 512 mg/mL., mientras que en las otras bacterias gramnegativas y en la

bacteria grampositiva no demostr6 efecto inhibitorio.

La resistencia de algunas cepas gramnegativas (E. coli, K. pneumoniae, Shigella sp. y P.
aeruginosa) y S. aureus a los fitocompuestos de la planta de 4. annua se atribuye a su
capacidad de presentar resistencia a multiples farmacos debido a la presencia de bombas de
multieflujo activas. Estas bombas constituyen un importante mecanismo de defensa
bacteriano frente a compuestos antimicrobianos, ya que expulsan activamente a las sustancias
inhibidoras del interior celular, actian inhibiendo la funcion, expresion y ensamblaje de las
bombas de eflujo (Duffey et al., 2024). La susceptibilidad de la bacteria gramnegativa,
Salmonella sp., a los compuestos fitoquimicos derivados de A. anmnua fue causada

posiblemente por la inhibicion de bombas de eflujo en las bacterias.

Los aceites esenciales de A. annua como la cetona de Artemisia, el cariofileno y B-selineno
son eficaces contra bacterias gramnegativas debido a que pueden actuar en sinergia. Las
propiedades antibacterianas se pueden atribuir a su naturaleza lipofilica, que les permite
infiltrarse eficazmente en las células bacterianas. La cadena alifatica del aceite esencial se
acumula en las membranas citoplasmaticas, lo que conlleva a una permeabilidad deficiente

de la membrana y finalmente a la muerte rdpida de los microorganismos (Chebbac et al.,

2023).

El extracto de H. sabdariffa L. inhibi6 el desarrollo de E. coli y K. pneumoniae a la misma
concentracion (256 mg/mL)., P aeruginosa 'y Salmonella sp. a la misma concentracion (128

mg/mL), y S. aureus a una menor concentracion de 64 mg/mL.

La actividad antibacteriana del extracto de H. sabdariffa se atribuyd a la presencia de

antocianinas, acido fendlicos y flavonoides, estos pueden formar complejos con las paredes
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celulares bacterianas, mejorando la penetracion del extracto. EI mecanismo de accion puede
incluir varios pasos metabdlicos, como la inhibicion del movimiento de las proteinas
transportadoras de electrones, proceso de fosforilacion y reacciones enzimaticas
subordinadas que terminan en una mayor permeabilidad de la membrana y la liberacion de

los componentes de la célula bacteriana (Sulieman, 2022).

El extracto de P. argentea Lam. inhibid el desarrollo de E. coli a una concentracién mayor a
512 mg/mL, K. pneumoniae a 512 mg/ mL y a S. aureus a una concentracion menor de 256

mg/mL.

La inhibicion del desarrollo de las bacterias estudiadas con el extracto de P. argentea Lam.,
se le confiere a la presencia de saponinas, polifenoles y otros fitocompuestos, ya que las
primeras son eficaces contra bacterias grampositivas (Veeraraghavan et al., 2020), se ha
especulado que su mecanismo de accion estd relacionado con el sistema de membrana celular
bacteriana. Estudios previos han reportado que la actividad superficial de las saponinas estéa
relacionada con la actividad antibacteriana, estas se unen a los esteroles superficiales en las
membranas celulares causando dafio severo a las bacterias mediante la degradaciéon de la
pared celular seguida de la disrupcion de la membrana citoplasmatica y las proteinas de
membrana, resultando una pérdida de constituyentes intracelulares, conduciendo a la muerte

celular (Dong et al., 2020).

La resistencia de Shigella sp. en los tres extractos evaluados se atribuye a diversos factores,
en primer lugar, al ser una bacteria gramnegativa posee una envoltura celular mas compleja
para la interaccion de los fitocompuestos. Las bacterias pueden ser intrinsecamente
resistentes debido a la capacidad de resistencia mediante mutaciones y transferencia de genes.
Existen varios mecanismos de resistencia como la mala penetracion del fitocompuesto en la
célula, el eflujo de antibidticos por bombas de eflujo activas o hidrélisis de los compuestos

(Appalasamy ef al., 2014; Puzari et al., 2018).

La envoltura celular de las bacterias gramnegativas es mas compleja que la de las
grampositivas ya que, ademas de tener una membrana interna (citoplasmatica), las bacterias
gramnegativas también tienen una membrana externa. El compartimento entre las dos
membranas, el periplasma, actlia como amortiguador entre el entorno externo y el interno de

las bacterias gramnegativas. La permeabilidad de la pared celular en bacterias gramnegativas
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y grampositivas presenta diferencias significativas, especificamente en la capacidad de
penetracion de moléculas grandes (Appalasamy et al., 2014). Lo anterior podria respaldar
los hallazgos de este estudio, siendo una de las razones por las que las bacterias
gramnegativas fueron mas resistentes a los fitocompuestos. Ademads, se ha identificado que
los alcaloides, flavonoides, polifenoles y diterpenos fenolicos actiian en sinergia con los
antibidticos. Muchos de estos fitoquimicos tienen actividad inhibitoria del eflujo contra
bombas de eflujo bacterianas grampositivas (Duftey et al., 2024).

Caracterizacion Fitoquimica mediante Cromatografia de Gases / Espectrometria de
Masas (CG/EM)

La concentracion relativa de los compuestos quimicos encontrados en los respectivos
extractos estudiados por el andlisis de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas (CG-EM), asi la proporcién relativa de cada compuesto (% Area) y su actividad
bioldgica reportada en la literatura se muestran detalladamente en las siguientes tablas (tablas
12 —20). Los resultados mostraron que la expresion de los compuestos quimicos fue distinta

para cada extracto (etanol, cloroformo y hexano).

A pesar de que la actividad antimicrobiana se evalud utilizando los extractos hidroetanolicos,
es posible suponer que varios de los compuestos presentes en un extracto etandlico también
se encuentran en el extracto hidroetanolico, debido a que el etanol es el principal disolvente
organico en ambos extractos y tanto el agua como el etanol son disolventes con alta polaridad

que facilita la extraccion de fitocompuestos.

En las figuras 94 - 96, se muestran los cromatogramas obtenidos por CG-EM de los extractos
de etanol, cloroformo y hexano de la planta Artemisia annua L., por el método de maceracion

y extraccion asistida por ultrasonido.

Los principales componentes del extracto de etanol de Artemisia annua L. fueron acido
oleico (20.2 %), oleato de etilo (7.6 %), acido n-hexadecanoico (4cido palmitico, 6.19 %), B
-sitosterol (6.04 %) y é4cido caproico (3.97 %). Algunos compuestos con menor proporcion,
pero no menos importantes son los precursores de artemisinina, como alcohol de artemisia
(1.49 %), éacido artemisinico (1.16 %) y arteannuin B (1.07 %). En la figura 93 se observan
los picos de % Area de los 19 componentes que se identificaron en el extracto de etanol con

actividades biologicas reportadas (ChemicalBook, 2023; PubChem, 2025).
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Figura 94. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto etanodlico de Artemisia annua L.
extraido por el método de maceracion/sonicacion, se identificaron 19 compuestos.

En la tabla 12, se presentan los compuestos quimicos obtenidos en el extracto de etanol.
Dentro de los 19 compuestos identificados por CG-EM, sin importar la proporcion del
compuesto, 15 compuestos presentan actividad antimicrobiana, siendo éstos el acido oleico,
acido palmitico, acido caproico, alcanfor, palmitato de etilo, acido linoleico, B-cubebeno,
cariofileno, a-cubebene, acido laurico, alcohol de artemisia, eucaliptol, acido artemisinico,
arteannuin B y norborneol. Estos compuestos posiblemente pudieron actuar en sinergia para

lograr inhibir el crecimiento de Salmonella sp.
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Tabla 12. Compuestos encontrados en el extracto de etanol de la planta de Artemisia annua L. mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Artemisia annua L. en Etanol
Compuesto

Tipo de %
Actividad reportada Referencia
fitoquimico compuesto Area
Antioxidante,
antiinflamatoria,
_ (Agada et
antitumoral,
_ - al., 2019).
A . Inmunoestimulante,
Acido oleico _ - (ChemicalB
(Acido (Z)- , antiandrogénica, ook, 2023).
Acido graso antibacteriana,
1 octadec- _ q ” 20.2  (Ferreira et
: tu tifungi ta
9-enoico) insaturado antifiingica, actia como al, 2024).
P lubricante, aglutinante,
ol T . (PubChem,
antiespumante, factor
. 2025).
importante en el efecto
hipoglucemiante,
disolvente farmacéutico
(ChemicalB
Oleato de , ‘ o ‘
) " Ester de acido ~ Acaricida, disolvente en ook, 2023).
etilo
graso productos pesticidas (PubChem,
PP 2025).
(Agada et
Lubricante, aglutinantes,
_ al., 2019).
. agente antiespumante, ]
Acido n- ‘ (ChemicalB
‘ desinfectante,
hexadecanoic . o ook, 2023).
Acido graso antioxidante, _
0 (Ferreira et
) saturado, acido antiinflamatoria, 6.19
(4cido ‘ ‘ ‘ al., 2024).
) carboxilico hipocolesterolémica,
palmitico) ‘ ‘ (Khelfi et
antiandrogénica,
PP | ) ) al., 2024).
antibacteriano,
' ' (PubChem,
antifiingico
2025).
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Beta-

sitosterol

(sitosterol)

Acido
hexanoico
(acido

caproico)

o

Gamma-
sitosterol

(clionasterol)

g

HO'

Biciclo[2.2.1]
heptan-2-ona,
1,7,7-
trimetil-,
(1S)-

(alcanfor)

[¢]

Fitoesterol

Acido graso
saturado, acido
carboxilico

aciclico

Fitoesterol

Cetona
monoterpénica

biciclica

Antioxidante,
anticancerigena,
antiinflamatoria,

angiogénica,
quimiopreventiva,
inmunomodulador y

antilipémico

Eficaz contra patogenos
de plantas bacterianos y
fingicos sin causar
fitotoxicidad en los

cultivos

Anticancerigena

Antipruriginoso cutaneo,
antiinfeccioso y

antimicrobiano

6.04

3.97

3.63

3.12

(ChemicalB

ook, 2023).

(PubChem,
2025).

(ChemicalB
ook, 2023).
(Pierre et al.,
2025).
(PubChem,
2025).

(ChemicalB

ook, 2023).

(PubChem,
2025).

(ChemicalB
ook, 2023).
(Duda et al.,
2024).
(PubChem,
2025).

115



10

Ester etilico
del 4cido
hexadecanoic
0 Ester de acido
(palmitato de graso
etilo)

A

1,6,10-
dodecatrieno,
7,11-dimetil-

3-metileno-  Sesquiterpénic

(E) 0

(Beta-
farneseno)

S S #

Acido 9,12-
octadecadien

oico (Z,2)- Acido graso
(dcido poliinsaturado
linoleico)

7

OH

Antiinflamatoria,
antimicrobiano,
antioxidante,
hipocolesterolémico, 2.72

nematicida, agente

aromatizante, lubricante,

emoliente en cosméticos

Repelente de especies de
2.44
pulgones de plaga

Antiinflamatorio,
antibacteriano,
hidratante, cicatrizante,
mejora la eficacia de los
farmacos
anticancerigenos,
previene la
hiperlipidemia, reduce el  2.18
riesgo de enfermedades
cardiovasculares, trata la
deficiencia o
desequilibrio dietético,
emulsionante, limpiador,

emoliente y

acondicionador de la piel

(ChemicalB
ook, 2023).
(Fuentes et
al., 2024).
(Muhammad
et al., 2015).
(PubChem,
2025).

(ChemicalB

ook, 2023).

(PubChem,
2025).

(Casillas et
al., 2021).
(ChemicalB
ook, 2023).
(DrugBank,
2025).
(PubChem,
2025).
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1H-
Ciclopenta[1,
3]ciclopropal
1,2]benceno,

octahidro-7-

(ChemicalB
metil-3-
ook, 2023).
metilen-4-(1- (Kaplan &
metiletil)- Efectos neuroprotectores, Celikoal
’ elikoglu,
Sesquiterpeno ropiedades
1 [3a8- AT prop 207 2020).
(3a.alfa.,3b.b triciclico antioxidantes y (PubCh
) R u em,
ota. 4.beta. 7. antibacterianas 205)
alfa.,7a5%)]- (Radulescu
(Beta- et al,, 2021).
cubebeno)
Antiinflamatorio no
‘ ‘ (ChemicalB
) esteroideo, fragancia,
Cariofileno ook, 2023).
metabolito, atrayente de (Dahh
ahham et
12 / Sesquiterpeno insectos, antioxidante, 1.69
_ _ al., 2015).
 \ antifingico,
(PubChem,
antibacteriano y con 2025)
propiedades citotoxicas .
Alfa- (ChemicalB
Cubebene ‘ Metabolito vegetal, ook, 2023).
Sesquiterpeno ) ) ]
13 il antibacteriano y 1.68  (Manikanda
triciclico
antifungico netal,
2021).
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14

15

16

17

Acido
dodecanoico
(acido

laurico)

/\/\/W\)i\;.

3,3,6-
trimetilhepta-
1,5-dien-4-ol
(alcohol de

artemisia)
M
OH

Eucaliptol

Acido
artemisinico
)

\\\)J\OH

H

je®

Arteannuin B

Propiedades bactericidas,
agente antibacteriano,
protege contra la
Acido graso enfermedad de
Alzheimer, lubricante,
aglutinante y

antiespumante

Antioxidante,
Alcohol antibacteriano y

antifingico

Aromatizante, fragancia,

, ‘ desinfectante, disolvente,
Eter ciclicoy ‘
tratamiento para

monoterpenoid
rinosinusitis, control de
e
hipersecrecion de moco y
asma
Antipaludico,
Acido antitumoral, antipirética,
monocarboxili antibacteriana,
co alelopatica y
antiadipogénica
Antiinflamatorias,
Lactona antivirales (coronavirus),
sesquiterpénica antibacterianas,
anticancerigenas,

(PubChem,
2025).

(ChemicalB

ook, 2023).

(PubChem,
2025).

1.58

(Bordean et
al., 2023).
(Feng et al.,
2020).
(PubChem,
2025).

1.49

(ChemicalB

ook, 2023).

(PubChem,
2025).

1.20

(Kong et al.,
2013).
(PubChem,
2025).

(Cayman

Chemical
1.07

Company,

2023).
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proapoptoticas, (ChemicalB
antipiréticas, ook, 2023).
antioxidantes e (Fuzimoto,
inmunomoduladoras A., 2021).
(Hongqing
et al., 2024).
(Klochkov
et al., 2020).
(PubChem,
2025).
(ChemicalB
ook, 2023).
(Cymit

Biciclo[2.2.1]

Quimica,
heptan-2-ol Alcohol Antimicrobiano,
0.95 2025).

(Norborneol) fenolico insecticida
(PubChem,

OH
[EZ::f/ 2025).

(Smolecule,

2024).

19

En la figura 95 se puede observar el cromatograma obtenido del extracto de cloroformo de
A. annua L., donde se encontraron 15 fitocompuestos. Los compuestos mas abundantes en
este extracto fueron el alcohol de artemisia (6.76 %), acido oleico (6.52 %), alcanfor (6.35
%), sitosterol (5.63 %) y octacosano (5.3 %). En la tabla 13 se detallan las actividades
bioldgicas reportadas de los compuestos (ChemicalBook, 2023; PubChem, 2025).
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Figura 95. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto de cloroformo de Artemisia annua L.
extraido por el método de maceracion/sonicacion se identificaron 15 compuestos.

En la tabla 13 se pueden encontrar los fitocompuestos sefialados por numeracion en el
cromatograma correspondiente al extracto de ajenjo en cloroformo (figura 95). En este

extracto se encontraron 13 compuestos con actividad antimicrobiana.

Tabla 13. Compuestos encontrados en el extracto de cloroformo de la planta de Artemisia annua L. mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Artemisia annua L. en Cloroformo

Compuesto Tipo de %
Actividad reportada , Referencia
fitoquimico compuesto Area
3,3,6- o (Bordean et
o Antioxidante,
trimetilhept al., 2023)
) Alcohol antibacteriano y 6.76
a-1,5-dien- ‘ ‘ (Feng et al.,
antifiingico
4-o0l 2020).
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(alcohol de

artemisia)

M
OH

Acido
oleico
(Acido (Z)-
octadec-9-

€noico)

~

Biciclo[2.2.
1]heptan-2-
ona, 1,7,7-
trimetil-,
(IR)-

(alcanfor)

o]

H

Beta-

sitosterol

(sitosterol)

Acido graso

insaturado

Cetona
monoterpénica

biciclica

Fitoesterol

Antioxidante,
antiinflamatoria,
antitumoral,
inmunoestimulante,
antiandrogénica,
antibacteriana,
antifiingica, actlia como
lubricante, aglutinante,
antiespumante, factor
importante en el efecto
hipoglucemiante,

disolvente farmacéutico

Antipruriginoso cutaneo,
antiinfeccioso y

antimicrobiano

Antioxidante,
anticancerigena,
antiinflamatoria,

angiogénica,

quimiopreventiva,

6.52

6.35

5.63

(PubChem,
2025).

(Agada et al.,
2019).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Duda et al.,
2024).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).
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Octacosano

1H-
Ciclopenta|
1,3]ciclopro
pa[1,2]benc
eno,
octahidro-7-
metil-3-
metilen-4-
(1-
metiletil)-,
[3aS-
(3a.alfa.,3b.
beta.,4.beta.
,7.alfa., 7aS*
)]
(Beta-

cubebeno)

1,6,10-

dodecatrien

Hidrocarburo
alifatico

saturado

Sesquiterpeno

triciclico

Sesquiterpeno

inmunomodulador y

antilipémico

Antibacteriana, larvicida,
antitumoral, antioxidante,
potencial de cicatrizacion

de heridas

Efectos neuroprotectores,
propiedades
antioxidantes y

antibacterianas

Feromona de alarma con

actividades antivirales,

53

4.43

3.84

(Balachandra
netal.,
2023).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Kaplan &
Celikoglu,

2020).
(PubChem,
2025).
(Radulescu et

al., 2021).

(ChemicalBo
ok, 2023).
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o, 7,11-
dimetil-3-
metileno-,

2)
(beta-

farneseno)
|

Alfa-
Cubebene

Acido n-
hexadecanoi
co
(acido
palmitico)

i

P S N

Cariofileno

10 /
\

S

Sesquiterpeno

triciclico

Acido graso
saturado, acido

carboxilico

Sesquiterpeno

antibacterianas y

antifungicos

Metabolito vegetal,
antibacteriano y

antifingico

Lubricante, aglutinante,
agente antiespumante,
desinfectante,
antioxidante,
antiinflamatorio,
hipocolesterolémico,
antiandrogénico,
antibacteriano y

antifungico

Antiinflamatorio no
esteroideo, fragancia,
metabolito, atrayente de
insectos, antioxidante,

antifungico,

3.07

3.03

2.98

(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Manikandan
etal., 2021).
(PubChem,
2025).
(Agada et al.,
2019).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).
(Khelfi et al.,
2024).
(PubChem,
2025).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Dahham et
al., 2015).
(PubChem,
2025).
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11

12

13

14

p-xileno

ol

2,4-
Heptadien-
1-ol, (E,E)-

(2,4-
heptadien-

1-ol)

Arteannuin

Biciclo[2.2.
1Theptan-2-

ol

Hidrocarburo

aromatico

Terpenol,
alcohol

alifatico

Lactona

sesquiterpénica

Alcohol

fendlico

antibacteriano y

propiedades citotoxicas

Disolvente, materia
prima, esterilizante de

catgut y en microscopia

Aromatizante, con
efectos antimicrobianos,

antioxidantes y

propiedades

antineoplasicas

Antiinflamatorias,
antivirales (coronavirus),
antibacterianas,
anticancerigenas,

proapoptdticas,

antipiréticas,

antioxidantes e

inmunomoduladoras

Antimicrobiano,

insecticida

2.92

1.73

1.6

1.75

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(Cayman
Chemical
Company,
2023).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Fuzimoto,
A., 2021).
(Hongqing et
al., 2024).
(Klochkov et
al., 2020).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
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(Norborneol

)

&

Naftaleno,
decahidro-
4a-metil-1-
metilen-7-
(-
metiletenil)-
, [ 4aR-
(4a.alfa.,7.al
fa.,8a.beta.)

]
(Beta-

15

selineno)

En la figura 96 se puede observar el cromatograma obtenido del extracto de hexano de la
planta de 4. annua L., analizado por CG-EM. Se encontraron 8§ compuestos con propiedades
bioldgicas reportadas (ChemicalBook, 2023; PubChem, 2025). Los compuestos con mayor
abundancia en este extracto fueron pinacol (30.53 %) e isobutiroina (16.21 %), ambos con

actividades antibacterianas. En la tabla 14 se detallan las actividades bioldgicas y su

Sesquiterpeno

Antioxidante funcional
con propiedades
antirradicales y

antimicrobianas

proporcion relativa en el extracto analizado.

1.48

(Cymit
Quimica,
2025).
(PubChem,
2025).
(Smolecule,

2024).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).
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Figura 96. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto de hexano de Artemisia annua L.
extraido por el método de maceracion/sonicacion, se identificaron 8 compuestos.

En la tabla 14 se pueden encontrar los fitocompuestos sefialados por numeracion del
cromatograma correspondiente al extracto de ajenjo en el disolvente hexano (figura 96). En

este extracto se encontraron 7 compuestos con actividad antibacteriana.

Tabla 14. Compuestos encontrados en el extracto de hexano de la planta de Artemisia annua L. mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Artemisia annua L. en Hexano

Compuesto Tipo de %
Actividad reportada , Referencia
fitoquimico compuesto Area
2,3-dimetil- ]
Intermedio para
2,3-
] compuestos ]
butanodiol Glicol ‘ ‘ ‘ (ChemicalBo
1 bioldgicamente activos,  30.53
(pinacol) Alcohol graso ok, 2023).

como antivirales,

HO%—%OH antibacterianos,
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4-Hidroxi-
2,5-dimetil-
3-hexanona
(isobutiroin

a)

0

OH

Acido
oxalico,
éster
1sohexil

neopentilico

X\O%O\/\)\

3-Metil-2-
ciclopenten-
I-ona
(2-
Ciclopenten
-1-ona, 3-
metil-)
~O
Acido 2-

tiofenacétic

OH

Acido

carboxilico

Ester

Cetona ciclica

Tiofenos,
acido
monocarboxili

(8]

antifungicos y

antituberculosos

Intermediario en la
sintesis de derivados de
pteridina con potenciales
efectos protectores contra
la infeccion por Vibrio

cholerae

Contribuye al

crecimiento vegetal

Aditivo alimentario,
aromatizante, intermedio
utilizado en sintesis
organica, productos
farmacéuticos y
agroquimicos.
Efectos antiinflamatorios

y antibacterianos

Intermedio farmacéutico
para la fabricacion de
cefaloridina y la
cefalotina sddica

(antibidticos)

2.35

2.21

1.11

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(Agung et al.,
2022).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Quin et al.,
2019).
(PubChem,
2025).
(Smolecule, 2

024).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).
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Biciclo[2.2.

1Theptan-2-
(ChemicalBo
ona, 1,7,7-
o o ok, 2023).
trimetil-, Cetona Antipruriginoso cutaneo,
_ - . (Duda et al.,
6 (1S)- monoterpénica antiinfeccioso y 0.42 2024)
(alcanfor) biciclica antimicrobiano '
(PubChem,
° 2025).
N- (ChemicalBo
(Hidroximet Antiséptico, ok, 2023).
il)acetamida desinfectante especial (Fillintrip,
7 o Aminoalcohol 0.41
(formicina) para instrumental 2025).
)‘L quirurgico (PubChem,
N o 2025).
Ester
mono(2-
etilhexilico)
del acido (ChemicalBo
Metabolito del ftalato
1,2- ) ‘ ok, 2023).
. que induce apoptosis en
bencenodica Acido ‘ (Osman et al.,
8 ‘ células germinales y de 0.41
rboxilico conjugado ‘ ‘ 2024).
Sertoli, potencial
(Ftalato de . o ' (PubChem,
actividad antimicrobiana
mono(2- 2025).

etilhexilo))

En las figuras 97 — 99, se muestran los cromatogramas obtenidos por CG-EM de los extractos
de etanol, cloroformo y hexano de la planta Hibiscus sabdariffa L., por el método de

maceracion y extraccion asistida por ultrasonido.
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En la figura 97 se puede observar el cromatograma del extracto de jamaica en etanol, donde
se identificaron 12 compuestos con propiedades biologicas. Los compuestos con mayor
proporcion fueron el cido oleico (20.29 %), oleato de etilo (13.05 %), acido palmitico (10.67
%), palmitato de etilo (6.80 %), 1,4-diclorobenceno (4.50 %). Los compuestos en menor
concentracion en el extracto, pero también con actividad bioldgica importante para la
evaluacion antibacteriana fueron el fitol (1.73 %), acido estearico (1.33 %) y acido linoleico

(1.12 %).
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Figura 97. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L.
extraido por el método de maceracion/sonicacion, se identificaron 12 compuestos.

En la tabla 15, se presentan detalladamente las actividades bioldgicas de los 12 compuestos
identificados en el extracto etanolico de H. sabdariffa L., asi como también la proporcion de
estos. En este extracto se encontraron 10 compuestos con actividad antibacteriana y
antimicrobiana (4cido oleico, acido palmitico, palmitato de etilo, 1,4-diclorobenceno, acido
laurico, 9-hexadecenoato de etilo, Butenolida, fitol, acido estearico y 4cido linoleico), estos
compuestos pudieron actuar en sinergia para inhibir eficientemente el crecimiento de E. coli,

K. pneumoniae, P. aeruginosa, Salmonella sp.,y S. aureus.
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Tabla 15. Compuestos encontrados en el extracto etandlico de la planta de Hibiscus sabdariffa L. mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Hibiscus sabdariffa L. en Etanol

Compuesto Tipo de %
Actividad reportada i Referencia
fitoquimico compuesto Area
Antioxidante,
antiinflamatorio,
antitumoral, (Agada et al.,
Acido inmunoestimulante, 2019).
oleico antiandrogénico, (ChemicalBo
. (Acido (2)- Acido graso antibacteriano, 20,29 ok, 2023).
octadec-9- insaturado antifungico, actia como . (Ferreira et
enoico) lubricante, aglutinante, al., 2024).
- antiespumante, factor (PubChem,
importante en el efecto 2025).
hipoglucemiante,
disolvente farmacéutico
(ChemicalBo
Oleato de ,
‘ Ester de acido | Acaricida, disolvente en ok, 2023).
2 etilo o 13.05
graso productos pesticidas (PubChem,
PN PN
2025).
) . (Agada et al.,
Lubricante, aglutinantes,
‘ 2019).
. agente antiespumante, ]
Acido n- ‘ (ChemicalBo
‘ desinfectante,
hexadecanoi =~ | o ok, 2023).
Acido graso antioxidante, ‘
co ‘ - ‘ (Ferreira et
3 saturado, acido antiinflamatorio, 10.67
(4cido ‘ ‘ ‘ al., 2024).
‘ carboxilico hipocolesterolémico,
palmitico) ‘ ‘ (Khelfi et al.,
antiandrogénico,
PPN § ) ) 2024).
antibacteriano y
' ' (PubChem,
antifiingico
2025).




Ester etilico . _ (ChemicalBo
' Antiinflamatorio,
del 4cido S ok, 2023).
. antimicrobiano,
hexadecanoi o (Fuentes et
i ) antioxidante,
co Ester de acido . . al., 2024).
. hipocolesterolémico, 6.80
(palmitato graso o (Muhammad
. nematicida, agente
de etilo) . _ etal., 2015).
aromatizante, lubricante,
PP N . _ (PubChem,
emoliente en cosméticos
2025).
1.4- Insecticida, fumigante _
’ c | ld (ChemicalBo
. ompuesto para el control de
diclorobenc ‘ - ) ) 150 ok, 2023).
aromatico polillas, mohos y hongos, .
ceho (PubChem,
o clorado y como desodorante
oy . 2025).
. ambiental
Lubricante, aglutinante,
Acido antiespumante,
dodecanoic . bacteriano, se usa en el (ChemicalBo
Acido graso
0 ‘ desarrollo de ok, 2023).
‘ saturado, acido ‘ 3.12
(acido monolaurina (agente (PubChem,
‘ carboxilico o ‘
laurico) antimicrobiano capaz de 2025).
FOSOSY combatir bacterias, virus,
levaduras)
9.
Hexadeceno
ato de etilo (ChemicalBo
(Ester ok, 2023).
‘ , ‘ Eficaz contra la
etilico del Ester de acido (Huang et al.,
' pancreatitis y efecto 2.62
acido graso o 2010).
o antimicrobiano
palmitoleico (PubChem,
) 2025).
e L
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5-
hidroximetil
2-

furaldehido

-
Furancarbo
xaldehido,
5-
(hidroximeti
1); 5-
hidroximetil
furfural; 5-
HMF)
O

0

0

Z

2(5H)-
furanona

(Butenolida

)

Qéo

Indicador de calidad en
productos alimenticios,
antioxidante, suprime la
produccion de fenotipos (ChemicalBo
de virulencia controlados ok, 2023).
Aldehido por quorum sensing (QS) (Merck
alifatico y la formacion de 544 KGaA, 2025).
aciclico biopeliculas en . (PubChem,
Furano Pseudomonas 2025).
aeruginosa, se usa en la (Rajkumari et
sintesis de prepolimero y al., 2019).
precursor antiviral, 5,5'-
oxi(bismetilen)-2-
furaldehido (OBMF)
Agente aromatizante,
depresor del apetito,
agente inmunosupresor,
analgésico, _
. ‘ (ChemicalBo
antiinflamatorio,
‘ ok, 2023).
anticancerigeno, ]
‘ ‘ (Husain et al.,
Compuesto anticonvulsivo,
| o 2019).
organico antimicrobiano, 2.05
‘ o (Ponnusamy
heterociclico antioxidante,
_ et al., 2010).
antiulceroso y
‘ (PubChem,
antituberculoso.
2025).
Inhibe comportamientos
mediados por quérum
sensing (deteccion de
quorum, QS)

132



3,7,11,15-

tetramethyl-
2-
hexadecen- s
Efecto ansiolitico,
1-ol . .
. citotoxico, moduladores
(Fitol;
del metabolismo,
Fitol
antioxidante, inductores (ChemicalBo
(mezcla Alcohol
de autofagia y apoptosis, ok, 2023).
cis/trans); diterpénico o
antinociceptivo, (Islam et al.,
10 2- aciclico, 1.73
antiinflamatorio, 2018).
Hexadecen- isoprenoide
inmunomoduladore, (PubChem,
1-ol, aciclico
antibacteriano, 2025).
3,7,11,15-
‘ antifingico, antipaludico,
tetrametil;
analgésico,
3,7,11,15- o
‘ anticarcinégeno
tetrametilhe
xadec-2-en-
1-ol)
Y
) (Agoramoorth
Acido Antibacteriano,
yetal.,
octadecanoi antifiingico, lubricante,
) 2007).
co (4cido Acido graso aglutinante,
11 ‘ ‘ 1.33 ' (ChemicalBo
estearico) saturado antiespumante,
ok, 2023).
S | coadyuvante
(PubChem,
farmacéutico
2025).
Acido 9,12- Antiinflamatorio, )
(Casillas et
octadecadie . antibacteriano,
Acido graso al., 2021).
12 noico (Z,2)- . hidratante, cicatrizante, 1.12 ‘
] poliinsaturado ] ) (ChemicalBo
(acido mejora la eficacia de los
ok, 2023).
linoleico) farmacos
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anticancerigenos, (DrugBank,

o previene la 2025).
hiperlipidemia, reduce el (PubChem,
riesgo de enfermedades 2025).

cardiovasculares, trata la
deficiencia o
desequilibrio dietético,
emulsionante, limpiador,
emoliente y

acondicionador de la piel

En la figura 98 se puede observar el cromatograma obtenido del extracto de cloroformo de
H. sabdariffa L., donde se identificaron 14 fitocompuestos. Los compuestos mas abundantes
en este extracto fueron el estireno (17.51 %), acido oleico (12.68 %) y acido palmitico (11.92

%).

134



250000

200000

150000 ~

100000 ~

Abundancia

50000

10 15
Tiempo (min)

20

25

Figura 98. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto de cloroformo de Hibiscus sabdariffa L.
extraido por el método de maceracion/sonicacion, se identificaron 14 compuestos.

En la tabla 16 se pueden encontrar los fitocompuestos sefialados por numeracion en el

cromatograma correspondiente al extracto de jamaica en cloroformo (figura 98). En este

extracto se encontraron 10 compuestos con actividad antimicrobiana.

Tabla 16. Compuestos encontrados en el extracto de cloroformo de la planta de Hibiscus sabdariffa L., mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Hibiscus sabdariffa L. en Cloroformo
Compuesto Tipo de %
Actividad reportada , Referencia
fitoquimico compuesto Area
) (ChemicalBo
Estireno Antitusivo, expectorante
Hidrocarburo o ok, 2023).
1 y anticolinérgico, agente =~ 17.51
aromatico (PubChem,
/ aromatico
2025).
Acido Acido graso o (Agada et al.,
2 ‘ ‘ Antioxidante, 12.68
oleico insaturado 2019).
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(Acido (2)-
octadec-9-

€noico)

~

Acido n-
hexadecanoi
co
(acido
palmitico)

PN PN PPN

Acido 9,12-
octadecadie
noico (Z,Z)-
(acido
linoleico)
v

OH

Acido graso
saturado, acido

carboxilico

Acido graso

poliinsaturado

antiinflamatoria,
antitumoral,
inmunoestimulante,
antiandrogénico,
antibacteriano,
antifungico, actia como
lubricante, aglutinante,
antiespumante, factor
importante en el efecto
hipoglucemiante,

disolvente farmacéutico

Lubricante, aglutinantes,
agente antiespumante,
desinfectante,
antioxidante,
antiinflamatorio,
hipocolesterolémico,
antiandrogénico,
antibacteriano y

antifingico

Antiinflamatorio,
antibacteriano,
hidratante, cicatrizante,
mejora la eficacia de los
farmacos
anticancerigenos,
previene la
hiperlipidemia, reduce el
riesgo de enfermedades

cardiovasculares, trata la

11.92

10.91

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).
(PubChem,

2025).

(Agada et al.,
2019).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).
(Khelfi et al.,
2024).
(PubChem,
2025).

(Casillas et
al., 2021).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(DrugBank,
2025).
(PubChem,
2025).
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deficiencia o
desequilibrio dietético,
emulsionante, limpiador,
emoliente y
acondicionador de la piel
. ChemicalBo
p-xileno Disolvente, materia (
Hidrocarburo ok, 2023).
prima, esterilizante de 5.45
aromatico ' (PubChem,
catgut y en microscopia
2025).
5-
hidroximetil Indicador de calidad en
. productos alimenticios,
furaldehido antioxidante, suprime la (ChemicalBo
produccion de fenotipos ok, 2023).
- de virulencia controlados (Merck
Furancarbo Aldehido por quorum sensing (QS) KGaA, 2025).
xaldehido, alifatico y la formacion de 5 38 (PubChem,
5 aciclico biopeliculas en 2025).
(hidroximeti Furano Pseudomonas (Rajkumari et
1): 5- aeruginosa, se usa en la al., 2019).
hidroximetil sintesis de prepolimero y
furfural: 5- precursor antiviral, 5,5'-
HMF) oxi(bismetilen)-2-
N furaldehido (OBMF)
o \ #°
Benceno, (ChemicalB
emicalBo
1,2-dicloro Compuesto k. 2023)
ok, .
7 (1,2- aromatico Fumigante e insecticida = 4.91 (PubCh
ubChem,
diclorobenc clorado
o) 2025).
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L

(Balachandra
. . o netal,
. Antibacteriano, larvicida,
Hidrocarburo . o 2023).
Octacosano antitumoral, antioxidante,
8 alifatico 4.21 | (ChemicalBo
potencial de cicatrizacion
saturado ok, 2023).
de heridas
(PubChem,
2025).
9,12,15-
octadecatrie '
(ChemicalBo
n-1-ol,
9 Alcohol . . ok, 2023).
(Z,2,Z) Agente antibacteriano 2.99
primario (PubChem,
(Alcohol
2025).
linolenilico)
Acido 1,2-
bencenodica
rboxilico,
mono-(2-
etilhexil) (ChemicalBo
Metabolito del ftalato
éster ‘ ‘ ok, 2023).
, que induce apoptosis en
Acido ) (Osman et al.,
10 ‘ células germinales y de 2.77
(Ftalato de conjugado ‘ ‘ 2024).
Sertoli, potencial
mono(2- (PubChem,
o actividad antimicrobiana
etilhexilo); 2025).
Ester
mono(2-
etilhexilico)

del acido




1,2-

bencenodica
rboxilico)
Acido
sulfuroso, (ChemicalBo
éster butil | Compuesto de _ _ ok, 2023).
11 _ Antibacteriano 1.67 _
heptadecilic éster (Sathish et al.,
0 2018).
Citotoxicidad, (Ahmadpour
Acetofenon
antimicrobiana, mir et al.,
a
analgésica, antipaludica, 2024).

12 o Cetona antioxidante, 0.83 ' (ChemicalBo
cardioprotectora, ok, 2023).
neuroprotectora y (PubChem,

antidiabética 2025).
Analgésico (topico),
antiséptico, antifingico,
antibacteriano,
antiinflamatorio, (ChemicalBo
Eugenol , neuroprotector, ok, 2023).
13 - Eter fenolico S o 0.29
\ngv\ antipirética, biocida, (PubChem,
insecticida, agente 2025).
aromatizante y
saborizante, tonico,
anticancerigeno
9’9_ .o . .
Compuesto Antiinflamatorio y (ChemicalBo
14 | dimetoxibic S ' ' 0.3
biciclico antibacteriano ok, 2023).

iclo[3.3.1]n
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ona-2,4- (PubChem,
diona 2025).

En la figura 99 se puede visualizar el cromatograma del extracto de hexano de la planta de
H. sabdariffa L., analizado por CG-EM. Se encontraron 11 compuestos bioactivos, con
mayor proporcion fueron 4-hidroxi-2,5-dimetilhexan-3-ona (isobutiroina, 23.65 %) y 1-

Butanol, 3-metoxi (10.92 %), estos compuestos son intermediarios de productos

farmacéuticos.
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Figura 99. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto de hexano de Hibiscus sabdariffa L.
extraido por el método de maceracioén/sonicacion, se identificaron 11 compuestos.

En la tabla 17, se pueden encontrar los fitocompuestos sefialados por numeracion en el
cromatograma correspondiente al extracto de jamaica en el disolvente hexano (figura 99). En

este extracto se encontraron 10 compuestos con actividad antimicrobiana.
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Tabla 17. Compuestos encontrados en el extracto de hexano de la planta de Hibiscus sabdariffa L., mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Hibiscus sabdariffa L. en Hexano

Compuesto Tipo de %
Actividad reportada i Referencia
fitoquimico compuesto Area
4-hidroxi-
2,5-
dimetilhexa
Intermediario en la
n-3-ona
. sintesis de derivados de (ChemicalBo
(Isobutiroin
pteridina con potenciales ok, 2023).
a, Cetona 23.65
) ) efectos protectores contra (PubChem,
4-Hidroxi-
o la infeccion por Vibrio 2025).
2,5-dimetil-
cholerae
3-hexanona)
1-Butanol Intermedio para (ChemicalBo
3 . Alcohol plastificantes, herbicidas, ok, 2023).
-metox1 ‘ ‘ ‘ 10.92
/\)\ primario disolvente para productos (PubChem,
" o farmacéuticos 2025).
3-Metil-2- Aditivo alimentario, (ChemicalBo
ciclopenten- aromatizante, intermedio ok, 2023).
I-ona utilizado en sintesis (PubChem,
(2- c | organica, productos 410 2025).
: etona ciclica .
Ciclopenten farmacéuticos y (Quin et al.,
-1-ona, 3- agroquimicos. 2019).
metil-)

O

Efectos antiinflamatorios

y antibacterianos

(Smolecule, 2

024).
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(ChemicalBo

N-
hidroximetil Antiséptico, ok, 2023).
acetamida _ desinfectante especial (Fillintrip,
Aminoalcohol ) 1.87
(formicina) para instrumental 2025).
)‘L quirtrgico (PubChem,
o 2025).
Intermediario
Acido 2- - .
Tiof id farmacéutico para la (ChemicalBo
. " iofenos, acido
tiofenacetic , fabricacion de ok, 2023).
o monocarboxili o 1.79
cefaloridina y la (PubChem,
S ¢] XO
{ P cefalotina sodica 2025).
(antibioticos)
Componente de
fragancia, intermedio (More et al.,
Tridecano Hidrocarburo quimico y disolvente 0.95 2022).

‘ (alcano) (tintas y desengrasantes), ' (PubChem,
antioxidante y 2025).
antimicrobiano
Antioxidante,

antiinflamatorio,
antitumoral, (Agad ;
o . . gada et al.,
Acido inmunoestimulante,
. ) ) 2019).
oleico antiandrogénico, (ChemicalB
- ) emicalBo
(Acido (Z)-  Acido graso antibacteriano,
‘ ‘ ‘ 0.72 ok, 2023).
octadec-9- insaturado antifingico, actiia como ‘
. ' ' (Ferreira et
€noico) lubricante, aglutinante,
e ‘ al., 2024).
S antiespumante, factor
' (PubChem,
importante en el efecto
2025).

hipoglucemiante,

disolvente farmacéutico
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Acido 1,2-
bencenodica
rboxilico,
mono-(2-
etilhexil)

éster

Metabolito del fial (ChemicalBo
Ftalato d etabolito del ftalato
(Ftalato de iy . ok, 2023).
mono(2- , que induce apoptosis en
g ( Acido 1l - q 0.64 (Osman et al.,
etilhexilo); ) c€lulas germinales y de .
xilo) conjugado . . 2024).
Ester Sertoli, potencial
(PubChem,
mono(2- actividad antimicrobiana
2025).
etilhexilico)
del 4cido
1,2-
bencenodica
rboxilico)
‘ ‘ (Agada et al.,
Lubricante, aglutinantes,
2019).
. agente antiespumante, _
Acido n- ‘ (ChemicalBo
‘ desinfectante,
hexadecanoi . o ok, 2023).
Acido graso antioxidante, ‘
co ‘ . ‘ (Ferreira et
9 ‘ saturado, acido antiinflamatorio, 0.51
(acido al., 2024).
‘ carboxilico hipocolesterolémico,
palmitico) ‘ ‘ (Khelfi et al.,
antiandrogénico,
PSSP | ‘ ‘ 2024).
antibacteriano y
' ' (PubChem,
antifiingico
2025).
10 Acido Compuesto de Antioxidante y 034 (Nyaberi et
sulfuroso, éster antifungico ' al., 2017).
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ciclohexilm (PubChem,
etil undecil 2025).
¢éster
1-
(ChemicalBo
clorohexade Disolvente, tensioactivo,
Cloruro de ' ok, 2023).
11 cano ‘ producto farmacéuticoy = 0.26
alquilo . . (PubChem,
P efecto antibacteriano
2025).

En las figuras 100 - 102, se muestran los cromatogramas obtenidos por CG-EM de los
extractos de etanol, cloroformo y hexano de la planta Paronychia argentea Lam., por el

método de maceracion y extraccion asistida por ultrasonido.

Los compuestos con mayor abundancia en el extracto etandlico fueron acido oleico (11.77
%), oleato de etilo (10.06 %), acido palmitico (7.16 %), 4H-piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-
dihidroxi-6-metil (5.28 %) y palmitato de etilo (4.26 %). Los compuestos con menor
proporcion, pero con actividades bioldgicas importantes para la evaluacion antimicrobiana
de este estudio fueron (-)-trans-Pinano (1.38 %), 9,17-Octadecadienal, (Z) (0.94 %) y
cariofileno (0.84 %). En la figura 100 se puede observar los 10 picos identificados en el

cromatograma como compuestos con actividad biologica reportada.
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Figura 100. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto etanodlico de Paronychia argentea
Lam. extraido por el método de maceracion/sonicacion, se identificaron 10 compuestos.

En la tabla 18, se presentan los compuestos quimicos obtenidos en el extracto etandlico de P,
argentea Lam. Dentro de los 10 compuestos identificador por CG-EM, 7 compuestos
presentan actividad antibacteriana, siendo estos el acido oleico, acido palmitico, 4H-piran-4-
ona, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil, palmitato de etilo, (-)-trans-Pinano, 9,17-
Octadecadienal, (Z) y cariofileno. Estos compuestos pudieron actuar en sinergia para inhibir

el crecimiento de E. coli., K. pneumoniae y S. aureus.

Tabla 18. Compuestos encontrados en el extracto etandlico de la planta de Paronychia argentea Lam., mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Paronychia argentea Lam. H/R en Etanol

Compuesto Tipo de %
Actividad reportada , Referencia
fitoquimico compuesto Area
Acido Acido graso (Agada et al.,
1 Antioxidante, 11.77
oleico insaturado 2019).
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(Acido (2)-
octadec-9-

€noico)

—~ N

Oleato de

etilo

PPN |

Acido n-
hexadecanoi
co
(acido
palmitico)

L

P e TN

4H-piran-4-
ona, 2,3-

dihidro-3,5-

dihidroxi-6-

metil

Ester de acido

graso

Acido graso

saturado, acido

carboxilico

Piranona

antiinflamatoria,
antitumoral,
inmunoestimulante,
antiandrogénica,
antibacteriana,
antifungica, actia como
lubricante, aglutinante,
antiespumante, factor
importante en el efecto
hipoglucemiante,

disolvente farmacéutico

Acaricida, disolvente en

productos pesticidas

Lubricante, aglutinantes,
agente antiespumante,
desinfectante,
antioxidante,
antiinflamatoria,
hipocolesterolémica,
antiandrogénica,
antibacteriano,

antifungico

Antioxidante,
antibacteriana y
antifiingica, rompe

cadenas de ADN

10.06

7.16

5.28

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).
(PubChem,

2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(Agada et al.,

2019).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).

(Khelfi et al.,

2024).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

146



(Shankaranara

(oxipiranos,
piranonas) yana et al.,
°| 2024).
o o¥ (Yu et al.,
2013).
Ester etilico . . (ChemicalBo
' Antiinflamatoria,
del acido o _ ok, 2023).
) antimicrobiano,
hexadecanoi o (Fuentes et
, antioxidante,
co Ester de acido _ _ al., 2024).
hipocolesterolémico, 4.26
(palmitato graso o (Muhammad
' nematicida, agente
de etilo) ' _ etal., 2015).
aromatizante, lubricante,
S WA . . (PubChem,
emoliente en cosméticos
2025).
5-
hidroximetil Indicador de calidad en
- productos alimenticios,
furaldehido antioxidante, suprime la
produccion de fenotipos (ChemicalBo
(2- de virulencia controlados ok, 2023).
Furancarbo Aldehido por quorum sensing (QS) (Merck
xaldehido, alifatico y la formacion de 533 KGaA, 2025).
5. aciclico biopeliculas en (PubChem,
(hidroximeti Furano Pseudomonas 2025).
1): 5- aeruginosa, se usa en la (Rajkumari et
hidroximetil sintesis de prepolimero y al., 2019).
furfural: 5- precursor antiviral, 5,5'-
HMF) oxi(bismetilen)-2-
furaldehido (OBMF)
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(-)-trans-

) (ChemicalBo
Pinano Compuesto Agente aromatico y
' . ok, 2023).
7 organico saborizante, repelente de  1.38 _
o . o ) (Ontosight,
biciclico insectos, antimicrobiano
r 2025).
Fenol, 2,4-
bis(1,1-
dimetiletil) (ChemicalBo
) Alcohol Metabolito bacteriano,
(2,4-Di- ok, 2023).
8 fendlico, antioxidante y metabolito  1.26
terc- (PubChem,
) alquilbenceno marino
butilfenol) 2025).
9,17- Insecticida, (Farag et al.,
Octadecadie antieccematico, 2021).
Aldehido
9 nal, (Z) ] nematicida , 0.94  (Krishnamoor
o insaturado o )
Jf ' antihistaminico y thy et al.,
& antimicrobiano 2014).
Antiinflamatorio no
(ChemicalBo

) esteroideo, fragancia,
Cariofileno ok, 2023).

metabolito, atrayente de

‘ ‘ o (Dahham et
10 / Sesquiterpeno insectos, antioxidante, 0.84
) ) al., 2015).
 \ antifingico,
‘ ‘ (PubChem,
antibacteriano y con
2025).

propiedades citotoxicas

En la figura 101 se puede observar el cromatograma obtenido del extracto de cloroformo de
P. argentea Lam., donde se identificaron 18 compuestos bioactivos enumeraros en los picos
del cromatograma. Los compuestos con mdas abundantes en el extracto fueron 1,19-
eicosadieno (21.47 %), acido cis-vacénico (9.04 %) y alcohol behenilico (7.41 %), estos tres

compuestos poseen actividad antibacteriana y antimicrobiana.
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Figura 101. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto de cloroformo de Paronychia argentea
Lam. extraido por el método de maceracion/sonicacion, se identificaron 18 compuestos.

En la tabla 19 se detallan las actividades de los 18 compuestos bioactivos que se identificaron
en el extracto de la planta sanguinaria en cloroformo. En este extracto se encontraron 12

compuestos con actividad antimicrobiana.

Tabla 19. Compuestos encontrados en el extracto de cloroformo de la planta de Paronychia argentea Lam.,
mediante Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Paronychia argentea Lam. H/R en Cloroformo

Compuesto Tipo de %
Actividad reportada , Referencia
fitoquimico compuesto Area
Propiedades relevantes
‘ ‘ (PubChem,
1,19- ‘ para biocombustibles y
Hidrocarburo 2025).
1  eicosadieno lubricantes, 21.47
(alqueno) ‘ ‘ (Rodriguez,
P antibacteriano contra
2015).

Lactococcus garvieae
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Acido cis-
vacénico
[(E)-11-

octadecenoi

co]

Alcohol
behenilico

(n-

docosanol)

Acido
oleico
(Acido (2)-
octadec-9-

€noico)

—~

Estireno

o

P §

Acido graso

Alcohol graso

primario

Acido graso

insaturado

Hidrocarburo

aromatico

Anticancerigena,
antibacteriana y

antibiofilm

Metabolito vegetal,
antiviral, antibacteriano,

surfactante en cosméticos

Antioxidante,
antiinflamatoria,
antitumoral,
inmunoestimulante,
antiandrogénica,
antibacteriana,
antifiingica, actiia como
lubricante, aglutinante,
antiespumante, factor
importante en el efecto
hipoglucemiante,

disolvente farmacéutico

Antitusivo, expectorante
y anticolinérgico, agente

aromatico

9.04

7.41

6.5

6.18

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(Yazici et al.,

2024).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferrerira et
al., 2024).
(PubChem,

2025).

(Agada et al.,
2019).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).
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p-xileno

Hidrocarburo

6
aromatico

7

Beta-

sitosterol

(sitosterol)

Acido n-
hexadecanoi
co
(acido
palmitico)

1

B N

Acido 9,12-

octadecadie

noico (Z,2)-

(acido
linoleico)

7

OH

Fitoesterol

Acido graso
saturado, acido

carboxilico

Acido graso

poliinsaturado

Disolvente, materia
prima, esterilizante de 5.45

catgut y en microscopia

Antioxidante,
anticancerigena,
antiinflamatoria,

angiogénica, 4.96
quimiopreventiva,
inmunomodulador y

antilipémico

Lubricante, aglutinantes,
agente antiespumante,
desinfectante,
antioxidante,

antiinflamatoria, 4.64
hipocolesterolémica,
antiandrogénica,

antibacteriano,

antifingico

Antiinflamatorio,
antibacteriano,
hidratante, cicatrizante,
mejora la eficacia de los
farmacos
‘ ) 3.76
anticancerigenos,
previene la
hiperlipidemia, reduce el

riesgo de enfermedades

cardiovasculares, trata la

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(Agada et al.,
2019).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et
al., 2024).
(Khelfi et al.,
2024).
(PubChem,
2025).

(Casillas et
al., 2021).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(DrugBank,
2025).
(PubChem,
2025).
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1-
heptacosano

1
Alcohol graso

10  (heptacosan

primario
ol)

Vitamina E

(a-
11 Tocoferol
tocoferol)

Octadecanal
(Estearaldeh

ido, Aldehido
12

octadecanal alifatico

dehido)

deficiencia o
desequilibrio dietético,
emulsionante, limpiador,
emoliente y
acondicionador de la piel
Actividad antimicrobiana
y antioxidante, actividad
antibacteriana frente
Enterococcus
faecalis y Staphylococcu ~ 3.27
s aureus, y actividad
antifungica significativa
contra todas las Candida
spp.
Antioxidante,
fotoprotector, hidratante,
antiinflamatorio,
nutracéutico,
antiaterogénico,
2.99
anticoagulante,
inmunomodulador,
antiviral, micronutriente,
combate bacterias y virus
invasores
Agente saborizante en la
industria alimentaria,
preparacion de anfifilos
dinamicos marcados con =~ 2.40
fluorescencia para el
analisis del transporte

10nico transmembrana, la

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Sanchez et
al., 2021).
(Vambe et al.,
2020).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Cymit
Quimica,

2025).
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13

14

15

16

Octacosano

Benceno,
1,2-dicloro
(1,2-
diclorobenc
eno)

ol
@C
9,12,15-
octadecatrie
n-1-ol,
(Z,2,Z)
(Alcohol

linolenilico)

Biciclo[3.1.
1 Jheptano,
2,6,6-
trimetil
(Pinano,

pinane)

Hidrocarburo
alifatico

saturado

Compuesto
aromatico

clorado

Alcohol

primario

Monoterpeno

deteccion y la captacion

celular

Antibacteriana, larvicida,
antitumoral, antioxidante, 196
potencial de cicatrizacion '

de heridas

Fumigante e insecticida 1.92

Agente antibacteriano 1.72

Actividad antioxidante,
antifingica,
antiagregante,
anticoagulante y 1.09

antimicotica

(Balachandra
netal.,
2023).

(ChemicalBo

ok, 2023).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Zielinska et
al., 2020)
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S)

Hipoglucemiante, (ChemicalBo
vasodilatador, ok, 2023).
2-Propenal, . antifungico, (PubChem,
3_fenil Flavonoide ) )
-fent Eeter de deid antibacteriano, 2025).
. ster de acido
17 (cinamaldeh aromatizante, 0.30  (Thirapanmet
d carboxilico ) )
ido) _ antitumoral, metabolito hee et al.,
aromatico o
©\N° vegetal y sensibilizante, 2021).
actiia en sinergia con la (Yin et al.,
ceftriaxona 2023).
Citotoxicidad, (Ahmadpour
Acetofenon antimicrobiana, mir et al.,
a analgésica, antipaludica, 2024).

18 i Cetona antioxidante, 0.26  (ChemicalBo
cardioprotectora, ok, 2023).
neuroprotectora y (PubChem,

antidiabética 2025).

En la figura 102 se puede visualizar el cromatograma obtenido del extracto de hexano de P
argentea Lam., analizado por CG-EM. Se encontraron 10 compuestos con actividad
bioldgica reportada en la literatura. Los compuestos con mayor proporcion fueron 3-Metil-
2-ciclopenten-1-ona (4.42 %), formicina ( 3.5 %) y benceno, 1,2,3-trimetil (2.08 %). Los dos

primeros compuestos presentan actividad antibacteriana.
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Figura 102. Cromatograma obtenido mediante CG-EM del fitoextracto de hexano de Paronychia argentea

Lam. extraido por el método de maceracion/sonicacion, se identificaron 10 compuestos.

En la tabla 20 se pueden encontrar los fitocompuestos sefalados por numeracion en el
cromatograma correspondiente al extracto de sanguinaria en el disolvente hexano (figura

102). En este extracto se identificaron 8 compuestos con actividad antimicrobiana.

Tabla 20. Compuestos encontrados en el extracto de hexano de la planta de Paronychia argentea Lam., mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM).

Paronychia argentea Lam. H/R en Hexano

Compuesto Tipo de %
Actividad reportada , Referencia
fitoquimico compuesto Area
Aditivo alimentario, (ChemicalBo
3-Metil-2-
' aromatizante, intermedio ok, 2023).
ciclopenten-
utilizado en sintesis (PubChem,
1 I-ona Cetona ciclica ) 4.42
orgénica, productos 2025).
2- | .
‘ farmacéuticos y (Quin et al.,
Ciclopenten ‘
agroquimicos. 2019).
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hidroximetil
acetamida

(formicina)

[e]
)kﬁ/\ou

Benceno,
1,2,3-
trimetil
(1,2,3-
trimetilbenc
eno;

hemelitol)

Acido 2-
tiofenacétic

(o)

Tridecano

Efectos antiinflamatorios

y antibacterianos

Antiséptico,
) desinfectante especial
Aminoalcohol )
para instrumental
quirurgico.
. Ingrediente inerte en
Hidrocarburo ‘
‘ formulaciones de
aromatico

pesticidas

Intermedio farmacéutico

Tiofenos, acido  para la fabricacion de

monocarboxili cefaloridina y la
co cefalotina sodica
(antibioticos)
Componente de
fragancia, intermedio
Hidrocarburo quimico y disolvente
(alcano) (tintas y desengrasantes),

antioxidante y

antimicrobiano

3.5

2.08

2.0

1.15

(Smolecule, 2

024).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Fillintrip,

2025).
(PubChem,
2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(PubChem,

2025).

(More et al.,
2022).
(PubChem,
2025).
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1,19-

eicosadieno

Acido 1,2-
bencenodica
rboxilico,
mono-(2-
etilhexil)

éster

(Ftalato de
mono(2-
etilhexilo);
Ester
mono(2-
etilhexilico)
del 4cido
1,2-
bencenodica

rboxilico)

o

Acido
oleico
(Acido (2)-
octadec-9-

€noico)

—~ N

Hidrocarburo

conjugado

Acido graso

insaturado

Propiedades relevantes
para biocombustibles y
lubricantes,
antibacteriano contra

Lactococcus garvieae

Metabolito del ftalato
que induce apoptosis en
c€lulas germinales y de

Sertoli, potencial

actividad antimicrobiana

Antioxidante,
antiinflamatoria,
antitumoral,
inmunoestimulante,
antiandrogénica,
antibacteriana,

antiflingica, actia como

0.76

0.75

0.75

(PubChem,
2025).
(Rodriguez,
2015).

(ChemicalBo
ok, 2023).
(Osman et al.,
2024).
(PubChem,
2025).

(Agada et al.,
2019).
(ChemicalBo
ok, 2023).
(Ferreira et

al., 2024).
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lubricante, aglutinante, (PubChem,
antiespumante, factor 2025).
importante en el efecto
hipoglucemiante,
disolvente farmacéutico
Metabolito vegetal e .
(ChemicalBo
1- insecticida,
ok, 2023).
hexacosanol antiinflamatorio,
Alcohol graso (Ferreira et
9 (alcohol antioxidante, reduce 0.37
primario al., 2024).
cerilo) sintomas de la
(PubChem,
...... enfermedad del
2025).
Parkinson
‘ _ (Agada et al.,
Lubricante, aglutinantes,
. 2019).
, agente antiespumante,
Acido n- ‘ (ChemicalBo
‘ desinfectante,
hexadecanoi . o ok, 2023).
Acido graso antioxidante,
co (Ferreira et
10 saturado, acido antiinflamatoria, 0.36
(4cido ‘ ‘ ‘ al., 2024).
‘ carboxilico hipocolesterolémica,
palmitico) ‘ (Khelfi et al.,
antiandrogénica,
SO | ] ] 2024).
antibacteriano,
‘ ‘ (PubChem,
antifingico
2025).

Después de analizar los compuestos identificados en los extractos correspondientes, en el
extracto etanolico de las plantas de 4. annua L. y H. sabdariffa L. se encontré mayor cantidad
de fitocompuestos para inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos. Por otro lado,
en el extracto de cloroformo de P. argentea Lam. se encontraron mas fitocompuestos con

actividad antimicrobiana.

Resulta importante senalar que, en el caso de Shigella sp., que es un microorganismo
gramnegativo, los compuestos presentes en los tres extractos de estudio no fueron efectivos

para su inhibicidn. Se sugiere que, al tratarse de un microorganismo gramnegativo que posee
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una mayor proporcion de lipopolisacaridos (LPS) en su membrana externa y una membrana
interna con LPS en el exterior y fosfolipido en el interior, dificulté el efecto antibacteriano
de los fitocompuestos, al conformar una barrera hidrofébica en la membrana (Farhana &
Khan, 2023). La resistencia de Shigella sp. a los fitoextractos puede resultar de varios
mecanismos de accion, como la expulsion de fitocompuestos al exterior de la célula por las
bombas de eflujo activas, la disminucion de la permeabilidad celular y la sobreexpresion de
enzimas modificadoras e inactivadoras de fitocompuestos (Ranjbar & Farahani, 2019). Sin
embargo, en este estudio E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y Salmonella sp., que son
bacterias gramnegativas, fueron sensibles al efecto antibacteriano de los extractos
hidroetanolicos, siendo P. aeruginosa y Salmonella sp, las mas sensibles para el extracto de
H. sabdariffa L., con la CMI mas baja del extracto. La susceptibilidad de estas bacterias

frente a los fitoextractos se propone que fue debido a su mayor permeabilidad celular.

Los resultados obtenidos indican que la actividad antibacteriana observada podria estar
vinculada a distintos mecanismos de accion atribuidos a los fitocompuestos. Entre los
mecanismos descritos se incluyen la alteracion de la permeabilidad de la membrana,
inhibicion del metabolismo energético, induccién de estrés oxidativo, interferencia en la
sintesis de ADN/ARN, inhibicion de la biosintesis de proteinas, inhibicion de las bombas de
eflujo, inhibicion de la formacidn de biopeliculas bacterianas, inhibicion de la sintesis de la

envoltura celular e inhibicion de la biosintesis de la pared celular, observar figura 27.

Existen otros reportes donde se indica que el uso de fitoquimicos para tratamientos
antimicrobianos radica en su capacidad para interactuar con diferentes clases o subtipos de
moléculas, caracteristica conocida como promiscuidad molecular (Guedes ef al., 2024). Los
antibioticos convencionales tienen un objetivo molecular bacteriano especifico, mientras que
los fitoquimicos demuestran una capacidad de multiples objetivos proteicos. La
promiscuidad molecular en el ambiente donde se desarrollan las bacterias puede obstaculizar
el desarrollo de posibles mecanismos de resistencia, dificultando asi su capacidad de

sobrevivir (Guedes et al., 2024).

En este estudio se identifico principalmente la presencia de acido oleico, un acido graso,
mientras que en menor proporcion se detectd acido linoleico en los extractos etandlicos. De

acuerdo con Casillas ef al, 2021, estos compuestos ejercen su efecto antibacteriano
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principalmente a través de la inhibicion de la biosintesis de la pared celular en bacterias tanto
gramnegativas como grampositivas. La regulaciéon positiva de los precursores de
peptidoglicano como pentaglicina, lisina, glutamato, D- alanina , L-alanina y é4cido teicoico
en presencia de acido linoleico y 4acidos grasos podrian representar una respuesta de la célula

a la inhibicion de peptidoglucano (figura 103) (Casillas et al., 2021).

Estructura del lipopolisacarido

Repeticion
oligosacaridos

Nucleo
polisacaridos

Lipido A

“ﬂ =AG (Acidos grasos)

+ Acido oleico
* Acido linoleico

Proteina de

LIpidoiA superficie

Porina

Lipopolisacarido

Membrana
externa

——

Peptidoglicano
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0000000000000000000000000000000000000000000000000000000

Membrana
interna

0000000000000000000000000000000000000000000000000000000
Citosol

Figura 103. Representacion general de los componentes de la pared celular de una bacteria gramnegativa (.
coli) que podrian verse afectados por los acidos grasos (Casillas et al., 2021).

La actividad antibacteriana observada en los ensayos realizados podria estar relacionada con
el mecanismo previamente descrito para los acidos grasos. El 4cido linoleico, el cual inhibe
de manera potente y selectiva a la proteina Fabl, esencial en la biosintesis de acidos grasos
en S. aureus y E. coli (Casillas et al., 2021). Estos mecanismos de accion respaldan la

participacion de los fitocompuestos en el efecto inhibitorio contra las cepas evaluadas.

Algunos factores que pueden influir en la capacidad antimicrobiana frente a las diferentes

especies son las condiciones ambientales relacionadas con la procedencia de las plantas
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(Sanchez & Collantes, 2021). En este sentido, se ha reportado que las flores y hojas de 4.
annua L. contienen mayor proporcion de artemisinina al alcanzar su madurez (Jacobus et al.,
2023), P. argentea Lam. presenta un alto contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
ampliamente distribuidos en hojas y semillas (Curini et al., 2024), mientras que H. sabdariffa
L. tiene altas cantidades de fitocompuestos en sus calices (Abdalbasit et al., 2021).
Finalmente, es importante destacar que los efectos antibacterianos observados no son
atribuibles tnicamente a un compuesto aislado, como es el caso de los antibidticos, sino a la
combinacion de compuestos y la accion sinergia entre ellos para lograr inhibir una cepa de

importancia médica.

Conclusiones

La resistencia a antibidticos convencionales es uno de los problemas de salud ptblica mas
graves a nivel mundial. El estudio de la actividad antimicrobiana con fitoextractos es
relevante porque permite identificar nuevas alternativas y fuentes de compuestos bioactivos
capaces de enfrentar la creciente resistencia bacteriana, ofreciendo alternativas seguras,
sostenibles y con un potencial de aplicacion diverso, desde un enfoque farmacéutico, como
agentes antimicrobianos o adyuvantes terapéuticos, asi como en las industrias cosmética,

agricola y alimentaria como conservantes.

Con base en los objetivos planteados, el presente estudio in vitro demostr6 la actividad
antimicrobiana, especificamente antibacteriana de los extractos hidroetanolicos de Artemisia
annua L., Hibiscus sabdariffa L., y Paronychia argentea Lam. contra bacterias de
importancia médica debido a su frecuencia clinica, virulencia y creciente resistencia a los
antibidticos. Siendo el extracto H. sabdariffa L. el mas activo, a diferencia del de A. annua

L. que mostro6 la menor actividad antibacteriana.

El extracto hidroetandlico de Artemisia annua L. presentd mejor inhibicion en la bacteria
gramnegativa, Salmonella sp. Los extractos hidroetanolicos de Hibiscus sabdariffa L. y
Paronychia argentea Lam. presentaron mejor inhibicién en la bacteria grampositiva,

Staphylococcus aureus.

El fitoextracto mas eficaz y que inhibié mds bacterias de importancia clinica, excepto a

Shigella sp. fue Hibiscus sabdariffa L. P. aeruginosa y Salmonella sp. mostraron una mayor
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sensibilidad, inicamente superadas por S. aureus. En un andlisis complementario, Hibiscus
sabdariffa L. y P. argentea Lam., mostraron una actividad inhibitoria estadisticamente
similar al antibidtico azitromicina frente a K. pneumoniae. Por ende, resulta relevante realizar
analisis mas especificos de los metabolitos responsables de la actividad antibacteriana, ya

que podrian constituir una propuesta prometedora como agentes antimicrobianos.

Con la presente investigacion microbioldgica y el andlisis de CG-EM se logré determinar
qué extractos podrian emplearse como alternativa terapéutica de origen vegetal para la
prevencion de infecciones, debido a que su aplicacion podria contribuir a la reduccion de la

infeccidn asociada a los microorganismos correspondientes.

La evidencia del efecto antibacteriano de los extractos de Artemisia annua L., Hibiscus
sabdariffa L.,y Paronychia argentea Lam., frente a las cepas estudiadas sugiere su aplicacion
en terapias combinadas. Por lo tanto, se propone que estos extractos podrian actuar en
sinergia con los antibidticos, como adyuvantes de antibidticos, mejorando su eficacia y
reduciendo potencialmente la cantidad de antibidtico que se requiere para tratar una
infeccion. No obstante, se requiere de mas estudios pre-clinicos para conocer si pueden actuar
en sinergia. Finalmente, seria interesante evaluar la citotoxicidad frente a estirpes celulares y
realizar analisis de biologia molecular con el fin de identificar los genes implicados en la

resistencia al fitocompuesto o de caracterizar su mecanismo de accion.
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Anexos

Anexo 1. Resultados de pruebas bioquimicas para la identificacion de las cepas de estudio.
Los tubos corresponden a los medios de identificacion: TSI (Hierro de Triple Azficar), LIA
(Agar Lisina - Hierro), MIO (Movilidad, Indol, Ornitina), Citrato y Urea. Medio OF (Tipo

de metabolismo: Oxidativo-Fermentativo).
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Figura 104. Pruebas bioquimicas para la
identificacion de Escherichia coli. Tubo de
izquierda a derecha: TSI, LIA, MIO, Citrato y Urea.

Figura 105. Pruebas bioquimicas para la
identificacion de Klebsiella pneumoniae. Tubo de

Izquierda a derecha: TSI, LIA, MIO, Citrato y Urea.

Figura 106. Pruebas bioquimicas para la
identificacion de Pseudomonas aeruginosa. Tubo
de Izquierda a derecha: TSI, LIA, MIO, Citrato y

Urea. Medio OF: Resultado oxidativo.

Figura 107. Pruebas bioquimicas para la
identificacion de Salmonella sp. Tubo de Izquierda
a derecha: TSI, LIA, MIO, Citrato y Urea. Medio
OF: Resultado fermentativo.

Figura 108. Pruebas bioquimicas para la
identificacion de Shigella sp. Tubo de Izquierda a
derecha: TSI, LIA, MIO, Citrato y Urea.

Figura 109. Pruebas de identificacion de
Staphylococcus aureus. 1zquierda: Prueba de agar
sal y manitol, Derecha: Prueba agar ADasa.
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Anexo 2. Método de difusion en agar de los extractos hidroetandlicos (analisis por

triplicado)

| -

Figura 110. Método de difusion en

agar de los extractos hidroetanolicos

utilizando Escherichia coli como

microorganismo de prueba. Placa
Petri 1.

Bacteria de estudio: Escherichia coli

Figura 111. Método de difusion en

agar de los extractos hidroetanolicos

utilizando Escherichia coli como

microorganismo de prueba. Placa
Petri 2.

Figura 112. Método de difusion en
agar de los extractos
hidroetanolicos utilizando

Escherichia coli como
microorganismo de prueba. Placa
Petri 3.

Bacteria de estudio: Klebsiella pneumoniae

Figura 113. Método de difusion en
agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Klebsiella pneumoniae como
microorganismo de prueba. Placa
Petri 1.

Figura 114. Método de difusion en
agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Klebsiella pneumoniae como
microorganismo de prueba. Placa
Petri 2.
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Figura 115. Método de difusion en
agar de los extractos hidroetanolicos
utilizando Klebsiella pneumoniae
como microorganismo de prueba.
Placa Petri 3.




Figura 116. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetanolicos utilizando
Pseudomonas aeruginosa como
microorganismo de prueba. Placa
Petri 1.

Figura 117. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Pseudomonas aeruginosa como
microorganismo de prueba. Placa
Petri 2.

Figura 118. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetanolicos utilizando
Pseudomonas aeruginosa como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 3.

Bacteria de estudio: Salmonella sp.

Figura 119. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Salmonella sp. como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 1.

Figura 120. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetanélicos utilizando
Salmonella sp. como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 2.

Figura 121. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Salmonella sp. como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 3.
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Bacteria de estudio:

Shigella sp.

Figura 122. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetanolicos utilizando
Shigella sp. como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 1.

Figura 123. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Shigella sp. como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 2.

Figura 124. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Shigella sp. como
microorganismo de prueba. Placa
Petri 3.

Bacteria de estudio: Staphylococcus aureus

Figura 125. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetandlicos utilizando
Staphylococcus aureus como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 1.

Figura 126. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetanélicos utilizando
Staphylococcus aureus como
microorganismo de prueba. Placa
Petri 2.

Figura 127. Método de difusion
en agar de los extractos
hidroetanolicos utilizando
Staphylococcus aureus como
microorganismo de prueba. Placa

Petri 3.




