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RESUMEN 

 

Ebenopsis ebano es una planta nativa del noreste de México, de la cual se alimentan los 

pobladores de la región en sus diferentes estados de madurez; ya sea cocidas cuando son 

tiernas, y tostadas cuando son maduras. En este estado de madurez, es utilizado 

inclusive como sustituto de café, pero por su posible efecto biológico no ha sido 

validado. En el presente trabajo se evaluaron sus semillas desde el punto de vista 

químico y biológico para determinar el aporte de macronutrimentos solubles en agua y 

metanol, expresados como polifenoles totales y derivados de polifenoles, y por su 

actividad antioxidante, antibiótica, antitumoral e inmuno-reguladora. Los tratamientos 

aplicados a las semillas fueron: tierna cruda (T1), tierna cocida (T2), madura cruda (T3), 

madura tostada (T4), y su forma disponible comercialmente (T5). Se observó que las 

semillas aportan los principales macronutrimentos, en proporción equivalente a otras 

leguminosas, con relación a los fitocompuestos (polifenoles) se expresaron como 

derivados de: ác. gálico, ác. cafeico, quercetina y malvidin-3-glucósido, observándose 

que en todos los tratamientos (T1 a T5) y extractos (acuosos y metanólicos) predominan 

los derivados del ácido cafeico, siendo estos estadísticamente diferentes al contenido de 

ác, gálico y ác. cafeico (p<0.05), no observándose la presencia de malvidin-3-glucósido. 

Al comparar los diferentes tratamientos se observó un mayor contenido de compuestos 

en el T5, siendo estadísticamente diferente en los diferentes tratamientos (p<0.05); sin 

embargo, al cuantificar los compuestos y expresarlos como polifenoles totales, se 

observó el mayor contenido en el T2, existiendo diferencia estadística entre los 

diferentes tratamientos (p<0.05), tanto en el extracto acuoso como en el metanólico. 

Con relación a la actividad antioxidante, se observó un efecto más marcado entre los 

tratamientos del extracto metanólico, presentando mayor actividad el T2 (72.89% de 

inhibición), siendo estadísticamente diferentes todos los tratamientos (p<0.05). En el 

extracto acuoso, se observó el mismo comportamiento, siendo el porcentage de 

inhibición del 55.83 % para el T2 (p<0.05). Con respecto a actividad antibiótico, se 

observó el mayor efecto de inhibición de crecimiento con el T5, dando para E. coli una 

concentración mínima inhibitoria  (CMI) de 125g/ml en el extracto acuoso (p<0.05) y 

de 250g/ml con el metabólico (p<0.05); y para Salmonella,de 250g/ml en el extracto 

acuoso (p<0.05).  El extracto metanólico que mejor controló Salmonella fue el T4, con 

una CMI de 250g/ml para T4 en (p<0.01). En el caso de C. albicans, no se observaron 

diferencias significativa con el extracto acuoso. Para los extractos metabólicos, las CMI 

de los T2, T3 y T5 se observaron hasta con 125g/ml, y se incrementó hasta 84.3% a  

500g/ml (p<0.05). Al comparar el efecto de los tratamientos en los extractos acuosos 

contra las células tumorales L5178Y-R y células sanas de linfocitos de timo y bazo 

contra los T3, T4 y T5, se observó la mayor inhibición de crecimiento para las células 

tumorales que para las células sanas (p<0.01), (p<0.05). En el caso de los extractos 

metabólicos, se observó mayor inhibición de crecimiento con las células sanas. Al 

relacionar las diferentes actividades biológicas con el contenido de compuestos 

polifenólicos, no se observó una relación directa; sin embargo, puede ser que la 

actividad sea debido a la presencia de los mismos, o bien a otro tipo de fitonutrientes. 

Por lo anterior se puede concluir que los componentes presentes de la semilla de 

Ebenopsis ebano pudieran emplearse en la industria farmacéutica, de cosméticos y/o 

alimentaria. 
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ABSTRACT 

 

Ebenopsis ebony is a native plant of the northeast of Mexico, is consumed by the 

settlers of the region in its different states from maturity; cooked when are tender and 

toasted when they are mature, including in this state of maturity it is used like substitute 

of coffee by his possible biological potential, which, has not been validated. In the 

present work the seeds were evaluated chemical and biologicaly determining the 

contribution of macronutriments, soluble water and metanol compounds, expressed as: 

total polyphenols, derivates of polyphenols, antioxidant, antibiotic, antitumoral and 

immunoregulatory activity. The treatments applied to seeds were: tender raw (T1), 

tender cooked (T2), mature raw (T3), toasted mature (T4), and toasted mature available 

commercially (T5). It is observed that the seeds contribute with the main 

macronutriments, in proportion equivalent to other leguminous, in relation to the 

phytocompounds (polyphenols) were expressed like derivates of: gálic acid, cafeic acid, 

quercetin, and malvidin-3-glucoside being observed that in all treatments (T1 to T5) and 

extracts (watery and methanolics) the derivatives of cafeic acid predominate, being 

these statistically different from the content from gálic acid and cafeic acid (p<0.05), 

not being observed the presence of malvidin-3-glucoside. When comparing the different 

treatments a greater content of compound is observed in T5, being statistically different 

between different treatments (p<0.05), nevertheless when evaluate total compounds and 

expressing them as polyphenols is observed the greater content for T2, existing 

statistical difference between the different treatments (p<0.05), as much in the watery 

extract as in the methanólic. In relation to the antioxidant activity a more noticeable 

effect between the treatments of the methanólic extract is observed, presenting greater 

activity the T2 (72.89% of inhibition), being statistically different all the treatments 

(p<0.05). In the watery extract, he himself behavior is observed, being % of inhibition 

of 55.83 for the T2 (p<0.05). In the antibiotic activity for E. coli is observed greater 

effect of inhibition of growth in the T5 with MIC (Minimal Inhibitory Concentration) 

125g/ml in the watery extract of (p<0.05) and the methanólic extract greater % of 

inhibition for T5 with CMI of 250g/ml (p<0.05). For Salmonella greater % inhibition 

of growth with CMI 250 g/ml in watery extract T5 (p<0.05) and CMI of 250g/ml T4 

in the methanólic extract (p<0.01). C. albicans is not observed statistically significant 

inhibition for the watery extract in different treatments. Methanólic extracts the CMI of 

the T2, T3 and T5   is observed up to 125 g/ml, although % of inhibition are greater for 

the concentrations of 250 and 500g/ml (up to 84,3 %) (p<0.05) When comparing the 

effect of the treatments in the watery extracts against the tumoral cells (L5178Y-R) and 

normal cells (lymphocytes of thymus and bazo) in T3, T4 and T5 is observed greater 

effect of inhibition of growth for the tumoral cells that normal cells (p<0.01), (p<0.05). 

In case of the methanolic extracts this same behavior is not observed, since greater 

inhibition of growth for the normal cells is observed that the tumoral cells. When 

relating the different biological activities to the polyphenólics compound content direct 

relation is not observed, nevertheless, can be that the activity must to the presence of 

such, or, to another type of phytonutrients. Reason why this type of evaluations can be 

concluded is important since the component presents of the seed of Ebenopsis ebony 

can have impact in the pharmaceutical cosmetic and food industry. 
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1.   INTRODUCCIÓN 

 

 

 

     Durante largo tiempo, las plantas han sido una fuente valiosa de productos 

naturales utilizados para el mantenimiento de la salud humana, especialmente en la 

última década, con estudios más intensivos para terapias naturales. El uso de 

compuestos de plantas para propósitos farmacéuticos gradualmente se ha 

incrementado. De acuerdo a la Organización Mundial de la salud las plantas podrían 

ser la mejor fuente para obtener una variedad de drogas. Cerca del 80% de los 

individuos en países desarrollados utilizan la medicina tradicional, por lo que las 

plantas se deben investigar para entender mejor sus características, seguridad y 

eficacia. 

 

     Frecuentemente la investigación de los productos naturales se orienta a la 

búsqueda de una sola actividad biológica específica lo que no permite identificar 

otras posibles actividades de importancia. Es necesario realizar en los extractos de 

plantas medicinales un ensayo general inicial donde sea posible identificar su 

verdadero potencial biológico. El ensayo hipocrático es una de estas pruebas iniciales 

a las que se deben de someter los extractos crudos de las plantas. Este permite 

detectar actividades biológicas que pueden ser muy diversas, da información 

toxicológica inicial, orienta sobre qué otras pruebas biológicas se deben de efectuar 

con el extracto y guía el fraccionamiento químico del mismo según la actividad 

biológica de dichas fracciones. 
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     Ebenopsis ebano conocido comúnmente como ébano, es una leguminosa silvestre 

que se distribuye con alta productividad en el noreste de la república mexicana. Sus 

semillas son consumidas como complemento alimenticio por habitantes de la región. 

Existen estudios en dónde se evaluaron nutricionalmente semillas crudas y cocidas 

de esta leguminosa cuyos resultados determinaron que además de los 

macronutrimentos, contienen otro tipo de compuestos, los cuales se encuentran en 

menor proporción, los polifenoles. Los polifenoles son metabolitos secundarios de 

las plantas y a los alimentos les confieren cualidades deseables e indeseables. 

Históricamente fueron considerados como antinutricionales porque algunos, los 

taninos, mostraron que presentan efectos adversos en el metabolismo de los 

humanos; sin embargo, recientemente se han reconocido las actividades biológicas 

de estos compuestos relacionadas con beneficios a la salud.  

 

     Estudios nutricionales recientes analizan los alimentos por su efecto protector y 

prevención potencial de la enfermedad. Considerando la variabilidad en la cantidad y 

tipo de compuestos fenólicos que pueden estar presentes en las semillas de Ebenopsis 

ebano es de importancia evaluar su poder antioxidante, antibiótico, antitumoral e 

inmunorregulador.  

 

     De acuerdo a los resultados obtenidos se detectó la presencia de compuestos 

polifenólicos, además de actividad antibiótica, antitumoral e inmunomoduladora; sin 

embargo, no se observa una relación directa entre los compuestos evaluados y dichas 

actividades químicas y biológicas. 
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   2.   HIPÓTESIS 

 

 

     Las semillas de Ebenopsis ebano presentan diferencias en el tipo y contenido de 

polifenoles, y en las actividades antioxidante, antibiótica, antitumoral e 

inmunomoduladora que dependen de su estado de maduración y tratamiento de 

cocción. 
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   3.   OBJETIVOS 

 

3.1   Objetivo General 

 

     Realizar la caracterización química y evaluar las actividades antioxidante, 

antibiótica, antitumoral e inmunomoduladora de semillas de Ebenopsis ebano en 

diferentes estados de maduración. 

 

 

3.2   Objetivos Particulares 

 

3.2.1 Obtener extractos acuosos y metanólicos de semillas de Ebenopsis ebano en 

diferentes estados de maduración. 

 

3.2.2 Determinar el tipo y concentración de compuestos polifenólicos de semillas 

de Ebenopsis ebano en diferentes estados de maduración. 

 

3.2.3 Determinar la actividad antioxidante in vitro de los extractos acuosos y 

metanólicos las semillas de Ebenopsis ebano. 

 

3.2.4 Determinar la actividad antibiótico in vitro de los extractos acuosos y 

metanólicos las semillas de Ebenopsis ebano. 

 

3.2.5 Determinar el efecto in vitro de los extractos acuosos y metanólicos de las 

semillas de  Ebenopsis ebano sobre la viabilidad del linfoma murino L5178Y.  

 

3.2.5. Determinar el efecto in vitro de los extractos acuosos y metanólicos de las 

semillas de  Ebenopsis ebano sobre la viabilidad de linfocitos normales de 

timo y bazo, y de macrófagos peritoneales de ratón. 
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   4.   ANTECEDENTES 

 

4.1 Descripción botánica del Phitecellobium flexicaule  

 

 

4.1.1 Clasificación 

 

 

Reino:   Vegetal 

 

División:  Anthophyta 

Clase:    Dicotiledoneae   

Orden:   Fabales 

Familia:  Leguminosae 

Género:  Phitecellobium 

Especie:  flexicaule (Benth.) Coult. 

 

4.1.2 Denominación 

 

     4.1.2.1 Nombres científicos: 

 Phitecellobium flexicaule (Benth.) Coult (Correl y Johnston, 1970) 

 Phitecellobium ebano (Berl.) Muller (Estrada y Marroquín, 1992) 

 Ebenopsis flexicaulis (Benth.) Britt & Rose (Turner, 1959) 

 Siderocarpus flexicaulis (Benth.) Small (Turner, 1959) 

 Ebenopsis ebano (Berl.) Barneby & Grimes (Bonner) 
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     4.1.2.2 Nombres comunes: 

  Ébano 

Texas Ebony (Correl y Johnston, 1970) 

 

4.1.3 Características taxonómicas 

 

     Aspecto y Tamaño: Son arbustos o usualmente árboles pequeños (hasta 15 m de 

altura en la parte sur de su rango de distribución) con una copa redondeada de color 

oscuro y muy densa; tronco oscuro, de hasta 60 cm de grosor pero usualmente solo 

de 10 cm, ramas cortas y fuertes, bifurcadas, generalmente armadas con espinas 

estipulares verdaderas, la corteza es de color gris pálido en las ramas jóvenes (Correl 

y Johnston, 1970). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1. Planta de Ebenopsis ebano 

 

     Hojas: Alternas, compuestas, bipinnadas, 2.5-4.2 cm de largo, pinnas 2-3 pares 

por hoja, de 1-2.5 cm de largo, con 3-6 pares de folíolos por pinna, 0.6-1.0 cm de 

largo, 0.4-0.5 cm de ancho, oblongos a oblongo-obovados o anchamente obovados, 



 7 

glabros y/o esparcida y diminutamente ciliadas en los bordes; glándulas pediceladas 

presentes, una en cada intersección de pares de pinnas (Estrada y Marroquín, 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2. Hojas de Ebenopsis ebano Fig 3. Espinas de Ebenopsis ebano 

 

     Flores: Blanco amarillentas, atractivas y aromáticas, dispuestas en racimos 

espigados, de 2 a 5 cm de largo, cilíndricas, densas, cáliz ligeramente campanulado; 

la corola de aproximadamente ½ pulgada de largo, mucho más grande que el cáliz, 

de 5 lóbulos; estambres numerosos, filamentos unidos en la base; ovarios glabrosos. 

La época de floración es de abril a julio (Vires, 1986). 

 

     Fruto: Vaina de 6 a 13 cm de largo y 1.8-3 cm de ancho, ligeramente aplanada, 

bivalvada, las valvas con coriáceas rectas a ligeramente curvadas, redondeadas y/o 

apiculadas en el ápice, persistentes por largo tiempo, tardíamente deshiscentes, 

internamente septadas; semillas transversas en la vaina, separadas por delgados 

tejidos, alrededor de ½ pulgada de longitud y ¼ de pulgada de ancho, marrón rojizas, 

con forma de frijol, de revestimiento grueso. 
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Fig. 4. Fruto de Ebenopsis ebano 

 

     Tallo: Rojo oscuro a púrpura o marrón, muy durable, duro, pesado, gravedad 

específica de 1.04. 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Tallo de Ebenopsis ebano 

 

4.1.4 Área de distribución 

 

     Su rango de distribución comprende el estado norteamericano de Texas y estados 

del noreste de México. 
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     En Texas desde las costas de la Ensenada de Matagorda hasta la planicie del Bajo 

Río Grande. Abundante en el Condado de Cameron. Comúnmente plantadas en las 

calles de Brownsville, Texas. En México en los estados de Tamaulipas, Nuevo León 

y también en Baja California (Vires, 1986). 

 

     Varios autores han catalogado, de acuerdo a su criterio, a las comunidades 

vegetales donde se desarrolla el ébano en México. Así, Rzedowski (1981), menciona 

al Phitecellobium flexicaule como componente del Bosque Espinoso, una comunidad 

ecológica totalmente definida en el país, la cual se distribuye en los estados de 

Coahuila, Nuevo León y Tamaulipas. En ella, el ébano se presenta intercalado con 

otras especies fisonómicamente más abundantes, en un diseño de mosaico (Estrada 

López, 1995). 

 

     La distribución geográfica del Bosque Espinoso en el Estado de Tamaulipas 

corresponde, de acuerdo a Puig, citado por Estrada López (1995) al área de la aislada 

Sierra del Sur, donde Phitecellobium flexicaule y Phoebe tampicensis  domina, 

constituyendo una variante del Bosque Tropical Caducifolio. En González-Medrano, 

Rzedowski (1978), señala que hacia el norte, cerca de Matamoros, la comunidad 

formada por el Bosque Espinoso se convierte en una variante del mezquital, con 

árboles de 6-8 m de altura y con Phitecellobium flexicaule-Prosopis glandulosa-

Cercidium macrum como la asociación dominante. Esa misma comunidad ecológica 

es reconocida por Miranda y Hernández X., citados por Rzedowski (1978) en la zona 

este del estado de Nuevo león, dónde la única variante la constituye la presencia de 

Cordia boissieri como otra de las especies dominantes. Rzedowski (1978), reconoció 

una comunidad formada por Phitecellobium flexicaule y Phyllostylon brasiliensis en 
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el sureste de San Luis Potosí, con árboles de 6 a 8 m de altura, cubriendo el 30% de 

la zona y otras de 2 a 4 m de altura, formando un estrato muy denso. Este bosque se 

desarrolló sobre terrenos con nula o escasa pendiente y con un suelo somero con 

lutita o marga como roca madre. 

 

     Remanentes de poblaciones de ébano son reportadas por González Sánchez 

(1985) en los municipios de Anáhuac, Sabinas Hidalgo, Garza García y Monterrey, 

en el estado de Nuevo León. Árboles aislados de Pitecellobium flexicaule han sido 

observados en diversas zonas de los municipios de San Nicolás de los Garza, 

Guadalupe, Monterrey y General Terán, Nuevo León (González-Quijada, 1999). 

 

     Rojas-Mendoza (1965), incluye a Pithecellobium flexicaule  dentro de una 

comunidad denominada Matorral Alto Espinoso, distribuida fisiográficamente en la 

mayor parte del estado de Nuevo León, oriente y algo del sur del mismo estado; 

oriente de Coahuila y zonas aisladas de Tamaulipas. 

 

     Jurado y Reid (1989) mencionan que el ébano, en las áreas de distribución antes 

mencionadas, se presentan en forma de mosaicos, junto con otras especies más 

abundantes, no obstante, son alteradas por causas antropogénicas y directa o 

indirectamente por una explotación irracional (Estrada López, 1995). 

 

4.2 Usos actuales y potenciales del ébano 

 

     Varios autores coinciden al mencionar los usos potenciales del ébano. Así, 

refieren que su madera, debido a la dureza y durabilidad, se utiliza para postes, 
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fabricación de muebles y gabinetes, de mangos para cuchillería fina, en 

construcciones marinas, armazones de casas y puentes de caminos, como 

combustible, de la cual se obtiene carbón de alta calidad, etc. Además es 

frecuentemente plantado como árbol de sombra y con fines ornamentales. Las 

semilla son consumidas por muchas comunidades de la República Mexicana, 

particularmente el noreste del país, las cuales se consumen cocidas, cuando están 

verdes y tostadas cuando están maduras, éstas últimas enteras (sin la cáscara) o 

molidas para ser empleadas como substituto del café. También se utilizan las 

semillas para confeccionar artículos de joyería (Correl y Johnston, 1970; Vires, 1986; 

Bonner F). 

 

     Respecto al uso de la semilla en la alimentación humana, el consumo de la misma 

como complemento alimenticio es tradición en muchas zonas rurales del estado de 

Nuevo León, principalmente aquellas ubicadas dentro de su rango de distribución, 

como por ejemplo el municipio de General Terán. En las poblaciones del 

mencionado municipio la semilla es comercializada cocida verde y tostada madura, 

en ambas formas se consume sin la cáscara o cubierta. Además, la semilla tostada, 

después de molida, la utilizan para preparar una bebida similar al café. 

 

     La semilla del ébano es conocida en las localidades del noreste del país como 

“maguacta”. 

 

     Potencialmente el ébano puede ser usado como productor eficiente de vainas y 

semillas, siguiendo el modelo de aprovechamiento agrícola propuesto por Felker y 

Bandursky (1979) para prosopis spp. Sustancias tales como resinas, polifenoles, 
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aminoácidos, etc. contenidas en las dos estructuras antes mencionadas, pueden ser 

utilizadas en procesos industriales muy variados (Estrada López, 1995). 

 

     Tomando como base la composición química proximal y el perfil de aminoácidos 

de la semilla de ébano cruda Giral et al. (1978), esta puede ser considerada como una 

fuente potencial de alimento para humanos y animales, y después de su evaluación 

nutricional y de algunos estudios de orden tecnológico, podría ser usada para 

consumo masivo, ya sea en su forma natural, procesada o suplementada con otros 

nutrimentos; además, la totalidad de la semilla o alguno de sus componentes pueden 

tener aplicación en la industria de alimentos como ingredientes. 

 

4.3 Valor nutricional de las leguminosas 

 

     Las leguminosas fueron de los primeros alimentos cultivados por el hombre, el 

frijol se domesticó en Latinoamérica en 4000 a de C. precediendo en casi 1000 años 

al maíz. Una alimentación saludable debe contener gran variedad de alimentos para 

satisfacer las necesidades nutricionales y mantener un óptimo estado de salud. 

Aumentar el consumo de vegetales incluido el de leguminosas secas ha sido una de 

las principales estrategias utilizadas en este propósito. Las leguminosas secas 

contienen una alta proporción de hidratos de carbono (50 a 65%), de vitaminas y 

minerales, bajo contenido de lípidos  y son consideradas una fuente proteica. 

Últimamente su consumo se ha asociado con la prevención de enfermedades crónicas 

no trasmisibles debido a su contenido de sustancias bioactivas; su costo en términos 

relativos es muy bajo. (Dávila et al., 2003; Prada et al., 2005).  

 



 13 

     Un producto está esencialmente compuesto por componentes nutritivos 

procedentes directamente del medio ambiente o resultantes de los procesos de 

síntesis realizados por el organismo vivo, a partir de los aportes del suelo y del agua 

en el caso de los vegetales, o de la ración consumida en el de los animales. El 

conjunto de todos estos compuestos constituye el potencial nutritivo teórico: llegarán 

a ser efectivos en la medida en que estos compuestos (glúcidos, lípidos, proteínas, 

vitaminas, minerales) sean aprovechados por el hombre o los animales (Adrián et al., 

2000). 

 

     La información sobre el contenido de nutrimentos de los alimentos representa 

gran importancia, ya sea por la necesidad de  contar con datos actualizados sobre el 

contenido de dichos nutrimentos de productos regionales ya sea por su volumen o 

consumo o por las diversas aplicaciones tales como la evaluación nutricional de la 

población, planificación de dietas, elaboración de productos u otras actividades 

relacionadas. (Maldonado, 2000). 

 

     Como grupo, las leguminosas contienen aproximadamente dos veces más 

proteínas que los cereales, en una porción y aproximadamente la mitad de las 

proteínas de la carne magra (Charley, 2001). 

 

     Las leguminosas o legumbres son las semillas secas de las plantas que pertenecen 

a la familia de las leguminosas, de donde proviene el nombre dado a los alimentos de 

este grupo. Las leguminosas aportan el 20% de la proteína alimenticia consumida en 

todo el mundo (Nielsen, 1991; Charley, 2001). 
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     Las leguminosas son una parte importante de la dieta humana en muchos países 

del mundo, y principalmente en las áreas tropical y subtropical. Desde la antigüedad 

el hombre ha sabido seleccionarlas e incorporarlas a su dieta y hoy se consideran 

como alimento básico, ya que constituyen un buen aporte de proteínas, vitaminas 

(tiamina, riboflavina, niacina y vitamina B6) y elementos minerales (Ca, Fe, Cu, Zn, 

K, Mg) (Marangoni et al., 1988). 

 

     Las semillas de leguminosas junto con los granos de cereales, fueron los primeros 

alimentos seleccionados por el hombre; esta selección fue probablemente muy difícil 

para el caso de las leguminosas; por dos razones: es una familia botánica amplia, con 

aproximadamente 600 géneros y alrededor de 13 000 especies; y aunque parezca 

irónico, esta familia tiene gran estima por su importancia en la dieta humana y 

animal, contiene una amplia variedad de factores tóxicos, por lo que se pueden 

considerar como plantas de cierto riesgo en su consumo (Valle y Lucas, 2000). 

 

     Asimismo, son una excelente fuente de carbohidratos y fibra alimentaria así como 

ácidos grasos poliinsaturados  (linoleico y linolénico), la inclusión de la fibra 

dietética en la dieta diaria de los seres humanos parece desempeñar una importante 

función para la prevención y el tratamiento de algunas enfermedades crónicas 

(Cabrera y Cárdenas, 2006). Sin embargo, el valor nutritivo de las semillas de las 

leguminosas está limitado por la presencia de sustancias tóxicas y antagónicas, a la 

digestión tales como inhibidores de enzimas, fitatos, factores de flatulencia, 

compuestos alergénicos, los cuales deben ser eliminados para lograr una utilización 

efectiva de las leguminosas. Su inactivación por tratamiento térmico, ha sido motivo 
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de investigación en los últimos años, ya que se  mejora considerablemente el valor 

nutritivo de estas semillas (Marangoni et al., 1988). 

 

4.4 Propiedades medicinales de las plantas 

 

     Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los países 

en desarrollo. Aunque no existen datos precisos para evaluar la extensión del uso 

global de plantas medicinales, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha 

estimado que más del 80% de la población mundial utiliza, rutinariamente, la 

medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de atención primaria de salud y 

que gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de plantas 

o sus principios activos (Akerele, 1988; Sheldon et al., 1997; Shrestha y Dhillion, 

2003; Katewa et al., 2004). De acuerdo con la OMS (1979) una planta medicinal es 

definida como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser 

empleadas para propósitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de 

precursores para la síntesis de nuevos fármacos (Oliveira et al.,  2005).  

 

     Las plantas medicinales base de la medicina verde, han sido utilizadas desde 

tiempo remoto en el tratamiento y prevención de enfermedades, por ser ellas fuente 

de un sin número de compuestos químicos biológicamente activos que le confieren 

sus propiedades terapéuticas.  

 

http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=1392433
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     A pesar del auge de los productos farmacéuticos obtenidos sintéticamente, el 

número de investigaciones realizadas a las plantas ha ido en incremento obteniéndose 

compuestos que aventajan a los de origen artificial debido a que poseen una mayor 

potencia y seguridad o han sido utilizadas como punto de partida para la obtención 

por vía semisintética de productos con mayores cualidades terapéuticas. Se 

recomienda que el empleo de las plantas medicinales tradicionales se efectúe sobre 

una base científica donde pueda ser validada su efectividad y la relativa inocuidad de 

las mismas (Rodríguez et al., 2004).  

 

     Se evaluó la actividad antimicrobiana in vitro de 2 extractos (fluido y acuoso) de 

la especie Plecthranthus amboinicus cosechado en Cuba. El extracto fluido presentó 

un amplio rango de actividad frente a los diferentes grupos microbianos estudiados 

(bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos levaduriformes y dermatófilos) 

siendo superior el extracto acuoso de dicha especie vegetal (Ménendez y Pavón, 

1999). 

 

     Las plantas medicinales constituyen una alternativa curativa utilizada por el 

hombre desde la antigüedad. La búsqueda y desarrollo de nuevos productos 

derivados de plantas medicinales con acción farmacológica y que carecen de efectos 

secundarios importantes, constituye un aspecto de gran importancia en la medicina, 

ya que amplía el arsenal terapéutico de la misma. Se recomienda que el empleo de 

las plantas medicinales tradicionales se efectúe sobre una base científica donde pueda 
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ser validada su efectividad y la relativa inocuidad de las mismas (Rodríguez et al.,  

2004).  

 

     La resistencia de los microorganismos a los fármacos existentes tiende a 

incrementarse por eso se hace cada vez más necesaria la búsqueda de nuevos 

compuestos (Guerra et al.,  2004).  

 

     Desde la antigüedad el hombre a utilizado las plantas como fuente para la 

elaboración de medicamentos, ya sea en fármacos o en las preparaciones 

tradicionales, con la finalidad de controlar la prevalencia de ciertas enfermedades 

infecciosas, vencer los problemas de resistencia de los microorganismos y los efectos 

colaterales que poseen los antimicrobianos (Ali-Shtayed et al., 1998; Sanabria et al., 

1998; Cowan, 1999; De los Ríos et al., 1999). Mediante técnicas microbiológicas se 

ha demostrado una amplia gama de productos y extractos de plantas superiores con 

actividad contra algunos microorganismos asociados a enfermedades infecciosas 

(Cáceres et al., 1990; Dimayuga y García, 1991; Rojas et al., 1992; Sanabria et al., 

1998; Rangel et al., 2001).  

 

     El conocimiento de las drogas vegetales ha sido profundo y ampliamente 

difundido en los pueblos desde los tiempos más antiguos hasta la fecha en que vienen 

siendo utilizados indiscriminadamente para satisfacer las necesidades básicas de 

salud pero sin ninguna base científica (Zárate et al., 1999).  
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     Las plantas se han empleado con fines curativos desde hace varios miles de años 

(Farnsworth et al., 1985). Recientemente la utilización de la medicina tradicional ha 

sido reconocida por la Organización Mundial de la Salud como una alternativa 

económicamente viable para poblaciones de países en desarrollo (Akerele, 1988). Es 

necesario el estudio científico del potencial farmacológico de los extractos vegetales 

utilizados en la medicina popular y más importante aún valorar su inocuidad 

(Farnsworth et al., 1989; Suárez et al., 1996). 

 

4.5 Compuestos químicos de las plantas 

 

4.5.1 Polifenoles 

 

     No obstante, junto a estas sustancias potencialmente nutritivas, además contiene 

diversos componentes que no poseen este carácter nutricional: la celulosa de los 

vegetales, los taninos y flavonoides de las frutas y de las legumbres, el ácido fítico de 

los granos o el ácido oxálico de las espinacas y del ruibarbo, son compuestos 

totalmente naturales pertenecientes a la categoría de los factores no nutricionales. 

Incluso algunos poseen actividad antinutricional como los ácidos fítico y oxálico que 

actúan como descalcificantes por su propiedad de formar compuestos insolubles con 

diversos cationes metálicos divalentes, que no están disponibles desde un punto de 

vista nutricional. Sin embargo, además de la actividad antinutricional, pueden 

presentar actividad antioxidante. Los antioxidantes juegan un papel importante en la 

prevención de cambios indeseables en el sabor y calidad de los alimentos. Además 

inhiben la iniciación y el progreso de enfermedades en humanos tales como 
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enfermedades coronarias, carcinogénesis, enfermedad neuronal, y degeneración 

muscular relacionada con la edad (Adrian et al, 2000; Shih et al., 2002). 

 

4.5.2 Clasificación de los polifenoles vegetales 

 

     Una clasificación de los polifenoles puede ser en función del número de átomos 

de carbono de la cadena alifática que se encuentra sustituyendo el núcleo bencénico. 

Así se tienen compuestos del tipo C6-C1, derivados del ácido benzoico, como los 

polímeros del ácido gálico, compuestos que en general se encuentran unidos a 

azúcares y constituyen el grupo de los taninos hidrolizables. De menor significación 

son los compuestos de tipo C6-C2, derivados del ácido fenilacético; citando como 

ejemplo el ácido homogenístico. El grupo de fenoles simples  más extenso es el  C6-

C3, que constituyen los cinamoil derivados. Estos compuestos junto con los C6-C1 y 

C6-C2, suelen acumularse en estructuras periféricas del vegetal, como las glándulas 

de esencias, pues son componentes de los aceites esenciales. Dentro de este grupo 

C6-C3, se encuentran también las cumarinas que son compuestos de tipo bicíclico y 

están ampliamente distribuidas en el reino vegetal, de las que se han aislado más de 

1000 estructuras diferentes (Urquiaga y Leighton, 2000).  

 

     En la formación de polifenoles, participan dos rutas metabólicas, la vía de los 

policétidos, minoritaria en plantas superiores, y la vía del ácido siquímico. A veces, 

ambas vías pueden participar conjuntamente en la formación de fenoles complejos.      

La vía de los policétidos forma los ácidos policétidos íntegramente. Pero estas 

estructuras donde se da una alternancia de átomos con y sin oxígeno, son muy 
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inestables, y en las plantas se estabilizan originando compuestos aromáticos de tipo 

fenólico. 

 

     Mientras que  la ruta del ácido siquímico, que es dependiente de la luz forma p-

cumaroil CoA, que es el precursor de la mayoría de los fenoles de origen vegetal.  

 

     Fenoles complejos son también los flavonoides e isoflavonoides, grupo que 

comprende más de 400 estructuras químicas ampliamente representadas en la 

mayoría de las plantas superiores. Estos compuestos están principalmente unidos a 

azúcares, aunque también se pueden encontrar en sus formas libres. 

 

     Los flavonoides se clasifican en función del grado de oxidación del anillo central 

(B), siendo las flavonas con 650 estructuras químicas y los flavonoles con más de 

1000, las formas moleculares más frecuentes. En este grupo también se incluyen las 

proantocianidinas que pueden formar polímeros, que son las catequinas o taninos 

condensados, pero estos compuestos a diferencia de los polímeros del ácido gálico, 

no experimentan hidrólisis. En general, los flavonoides son pigmentos cuya gama de 

colores comprende del blanco al rojo y los tonos violáceos, aunque hay algunos que 

no presentan coloraciones. 

 

     De particular interés es el grupo de las antocianidinas, pigmentos responsables de 

las coloraciones rojo, azul y violeta; en general (Palazón et al., 2001). 

 

     Las antocianinas y los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios 

producidos por la planta. Hay una gran variedad de grupos de compuestos (más de 
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4000 flavonoides de plantas han sido identificados) Estos compuestos son 

importantes en la calidad de los alimentos por su contribución a la apariencia, sabor y 

los beneficios a la salud (Lee et al., 2002, Cabrita et al., 2003). 

 

4.6  Acción de los antioxidantes en los alimentos 

 

     Los antioxidantes son compuestos que tienen la propiedad de impedir o retardar el 

enranciamiento de las grasas, interfiriendo en las primeras fases de la peroxidación.      

En general, son compuestos polifenólicos, más o menos liposolubles, que no deben 

ser tóxicos ni comunicar sabores extraños a los alimentos. Los antioxidantes actúan 

en el periodo de inducción, cortando las reacciones de formación de peróxidos 

(Primo, 1998). 

 

     El papel de los antioxidantes es controlar en parte el deterioro que pueden sufrir 

las grasas  prolongando de ésta forma la vida útil de los alimentos (Valle y Lucas, 

2000). 

 

     Los antioxidantes son especialmente eficaces en evitar o retardar la oxidación de 

los lípidos, la cual provoca efectos adversos organolépticos como modificaciones en 

el sabor, olor, color, o en ocasiones, textura, por ejemplo viscosidad y disminuye el 

valor nutricional de los aceites y grasas a través de la oxidación de vitaminas, 

especialmente las liposolubles, y los ácidos grasos esenciales. También resultan 

afectados algunos aminoácidos (Desrosier, 1997; Silvestre, 1998). 
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     Por otro lado la oxidación de los lípidos produce compuestos tóxicos y 

mutagénicos como los peróxidos, el malonaldehído, hidrocarburos policíclicos 

aromáticos y colesterol oxidado, entre otros (Silvestre, 1998). 

 

     Antioxidantes naturales en las grasas. Tocoferoles: la adición de aceite de germen 

de trigo a las grasas retarda su enranciamiento oxidativo. El mismo efecto 

antioxidante se obtiene con el residuo insaponificable del aceite de germen de maíz, 

algodón, soya, etc., y se debe a la presencia de tocoferoles. Los tocoferoles puros 

tienen gran actividad antioxidante, aquellos aceites que los contienen son menos 

enranciables y las mezclas con estos aceites mejoran la estabilidad de los más 

enranciables. 

 

     La estructura fenólica de los tocoferoles, causa de sus propiedades antioxidantes, 

tienen grandes analogías con la de los antioxidantes sintéticos, utilizados como 

aditivos de alimentos grasos. 

 

     Sinergistas y Desactivadores. Sustancias como los ácidos ascórbico, tartárico, 

cítrico y fosfórico, potencian la acción de los antioxidantes de tipo fenólico. Este 

efecto potencializador, en cierto modo sinergista, se debe a su acción secuestradora 

de los metales, principalmente hierro y cobre que, como se ha visto catalizan la 

formación de radicales y de peróxidos, en la primera fase del enranciamiento. Por eso 

se llama, a esos compuestos, sinergistas desactivadores y se utilizan en alimentos 

completos o en las grasas extraídas. 
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     El ácido ascórbico, el palmitato de ascorbilo, el ácido cítrico y sus ésteres, se 

utilizan para este objeto. Los ésteres se preparan para facilitar su disolución en las 

grasas. Además estos compuestos, tienen una acción potenciadora de los 

antioxidantes y mejoradora de estabilidad de las grasas, el ácido 

etilendiaminotetracético, varios aminoácidos y los polifosfatos. 

 

     El ácido ascórbico y sus derivados son, asimismo, reductores y consumen 

oxígeno, contribuyendo también a la estabilidad porque pueden reducir al 

antioxidante fenólico consumido, para regenerar el antioxidante fenólico consumido, 

y dejarlo activo. Otros reductores, como el bisulfito sódico, también retrasan el 

enranciamiento. 

 

     En el uso industrial de los antioxidantes debe tenerse en cuenta su volatilidad y 

estabilidad y, en resumen, su capacidad para resistir los tratamientos térmicos de los 

alimentos y permanecer ejerciendo su acción protectora en el producto terminado 

(Primo, 1998). 

 

     Es muy variada la diversidad de alimentos en los que se ha logrado extender su 

durabilidad en virtud del empleo de antioxidantes: aceites vegetales, grasa de origen 

animal, especias, productos cárnicos, lácteos, pesqueros, de aves, huevos 

deshidratados, cereales elaborados, papas fritas, productos de repostería, etc. 

(Silvestre, 1998). 
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4.7 Acción de los antioxidantes en el ser humano 

 

     La supresión de la activación metabólica de precarcinógenos por medio de la 

mono-oxigenación fue postulada como uno de los mecanismos de anticarcinogénesis 

y los antioxidantes fenólicos inhiben las mono-oxigenasas microsomales. Otros 

mecanismos reconocidos que ejercen efectos protectores se deben a la inducción de 

enzimas detoxificantes. 

 

     Lamentablemente se requieren concentraciones relativamente altas para la 

inhibición efectiva de la carcinogénesis por inducción de enzimas detoxificantes 

(Silvestre, 1998). 

 

     Un mecanismo propuesto para explicar la menor enfermedad cardiovascular está 

mediado por la capacidad de los componentes antioxidantes polifenólicos que 

protegen la oxidación de las partículas de lipoproteínas de baja densidad, de acuerdo 

con la hipótesis oxidativa de aterogénesis. Los polifenoles son un grupo de 

compuestos presentes en la naturaleza que poseen anillos aromáticos con 

sustituyentes hidroxilo (Leighton y Urquiaga, 1999). 

 

     La hipótesis oxidativa de aterogénesis permite explicar numerosas observaciones 

sobre factores de riesgo y sobre relaciones entre nutrición y arteroesclerosis 

Steinberg et al. (1989). Propone, que el proceso de aterogénesis se desencadena 

cuando en la pared arterial, en el subendotelio, los macrófagos captan 

descontroladamente a las lipoproteínas de baja densidad (LDL), ricas en colesterol, 

transformándose en células espumosas que se acumulan. En el espacio subendotelial 
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los macrófagos captan las LDL, pero, en lo que es central a esta hipótesis, solo 

captan las LDL previamente oxidadas. Las captan porque estas células tienen 

receptores específicos, llamados receptores de aseo o receptores multiligandos 

Krieger y Hertz (1994). Se desarrolla así la placa o ateroma, elemento central en la 

lesión vascular arteroesclerótica (Leighton y Urquiaga, 1999; Yu et al., 2002). 

 

     En cada partícula de LDL, junto a una molécula de proteína muy grande, hay 

aproximadamente 1 700 moléculas de colesterol y 2 700 de ácidos grasos, de los 

cuales la mitad son ácidos grasos poliinsaturados. Para evitar la oxidación, cada 

partícula LDL protege sus casi 5 000 moléculas lipídicas con solo 6 moléculas de 

alfa-tocoferol y cantidades mucho menores de carotenoides y otros antioxidantes. 

 

     Cuando los antioxidantes de las LDL se agotan, los ácidos grasos se fragmentan y 

oxidan produciendo daño en la proteína de la partícula. El daño de la proteína 

modifica sus cargas  de superficie y se hace “reconocible” por los receptores de aseo 

de los macrófagos y, simultáneamente, irreconocible a los receptores para LDL 

nativa o no oxidada presentes en general en todas las células, con excepción de los 

macrófagos (Leighton y Urquiaga, 1999).  

 

     La composición del extracto de compuestos polifenólicos se analizó por HPLC 

como describe Lamuela-Raventós y Waterhouse (1994). Los compuestos 

polifenólicos fueron divididos en cinco clases e identificados de acuerdo a sus 

propiedades espectrales y cuantificados como sigue: flavan-3.ol como equivalentes 

de catequina y derivados del ácido benzoico como equivalentes de ácido gálico a 280 

nm; hidroxicinamatos como derivados del ácido cafeico a 316 nm; flavonoles como 
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equivalentes de rutina a 365 nm; antocianinas como equivalentes de malvidina a 520 

nm (Meyer et al., 1997). En suma el ácido ascórbico fue determinado a 280 nm todos 

juntos con los flavan-3-ol y benzoatos (Heinonen et al., 1998). 

 

     Las leguminosas son extensamente consumidas en México y han recibido 

considerable atención ya que contienen compuestos fenólicos. Recientemente 

algunas investigaciones han mostrado que los polifenoles presentan propiedades 

anticarcinogénicas anti-arteroescleróticas. 

 

     El tratamiento térmico reduce la cantidad de compuestos fenólicos del frijol 

entero en un 70% para la variedad negra y 60% para la variedad blanca. El efecto 

antimutagénico de los compuestos polifenólicos presentes en el caldo después del 

tratamiento térmico fue de 9.4+0.1 y 1.9+0.1 mg (equivalentes de catequina) para 

ambas variedades, respectivamente. El efecto antimutagénico de compuestos 

fenólicos presentes en el caldo de frijoles negros fue de 50% contra la mutagenicidad 

inducida por AFB1 (40 ng/tubo) (Loarca-Piña et al., 2002). 

 

     Está completamente demostrado que los componentes fenólicos del vino inhiben 

la susceptibilidad de las LDL a la oxidación in vitro  (Kinsella et al., 1993; Frankel et 

al., 1995; Vinson y Hontz, 1995; Abu-Amsha et al., 1996; Caldú et al., 1996; 

Hurtado et al., 1997; Leighton y Urquiaga, 1999). 

 

     Estudios in vivo de consumo agudo demuestran que la ingestión de vino tinto está 

asociada con un aumento de la capacidad antioxidante del plasma (Whitehead et al., 

1995; Maxwell y Thorpe, 1996; Serafín et al., 1998; Leighton  y Urquiaga, 1999). 
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     El consumo regular de vino tinto aumenta la resistencia de las LDL a la 

oxidación, constituyendo una muy buena evidencia para explicar el efecto del vino 

según la hipótesis oxidativa de aterogénesis. 

 

     En los valores obtenidos para la capacidad antioxidante total del plasma, medida 

como TAR (Reactividad Antioxidante Total) se observa que con una dieta 

Mediterránea TAR aumenta a los 30 días por efecto de la dieta en un 28% y luego de 

la suplementación con vino, a los 60 días, en un 56% respecto al día 0. En el grupo 

de la dieta rica en grasas, se observa un aumento de un 23% sobre los valores 

basales, solo luego de la suplementación con vino. El contenido de polifenoles 

plasmáticos es mayor en el grupo de la dieta mediterránea. 

 

     Los principales grupos de polifenoles presentes en el vino son en alguna medida 

compuestos biodisponibles. Son compuestos que pasan del tubo digestivo a la 

circulación, donde se encuentran no modificados o parcialmente metabolizados. 

Luego de su metabolización retienen sus propiedades antioxidantes (Leighton y 

Urquiaga, 1999). 

 

     Los fenoles incluyendo los flavonoides protegen las células del cuerpo en contra 

del (“anti-“) daño causado por el oxígeno (“oxidación”) el cual es liberado como un 

producto de la energía del metabolismo. Una pequeña cantidad de oxígeno liberado 

se forma de los altamente reactivos radicales libres; los cuales atacan y dañan las 

células del cuerpo par tomar el electrón perdido que necesitan 
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     Los antioxidantes aportan un electrón de ellos mismos. Ellos neutralizan los 

radicales libres y ayudan a prevenir el daño a las células del cuerpo y tejidos. 

 

     Mucha de la actividad antioxidante de algunos alimentos está relacionada con su 

contenido fenólico, no solamente de su vitamina C. Algunas investigaciones sugieren 

que muchos flavonoides son antioxidantes más potentes que la vitamina C y E. 

 

     Las antocianinas son pigmentos que de acuerdo a su contenido varían los colores 

de algunos alimentos. Han sido descritos como una fuente potencial de gran valor 

como antioxidantes.  

 

     Actualmente las antocianinas son entre un gran grupo de pigmentos flavonoides 

los responsables de los colores rojo, azul y colores intermedios en flores y frutos. 

 

     Las cerezas tienen un score alto ORAC, el cual parece estar correlacionado con su 

contenido de antocianinas. El rango es aproximadamente 80-300 mg de antocianinas 

en 3.5 onzas (100g) de cerezas obscuras picadas, comparado con 2-40 mg de 

antocianinas de la misma cantidad de cerezas ligeramente coloreadas. 

 

     Se sugiere en algunas investigaciones que el proceso degrada el contenido de 

antocianinas de las cerezas, reportando una pérdida de más de 50% de las 

antocianinas en cereza durante 6 meses de almacenamiento en congelación. 
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     No existe actualmente una recomendación del consumo de antocianinas; sin 

embargo, la gente en USA consume alrededor de 200 mg de antocianinas 

diariamente. 

 

     Debido a su acción biológica y quizá interacciones que afectan la bioactividad, los 

fitonutrientes en frutas y vegetales son ideales para reducir el riesgo de algunos 

problemas severos crónicos de salud; por ejemplo, enfermedades del corazón y 

algunos cánceres (Arts y Hollman, 2005). 

 

     Estudios recientes con animales sugieren que el consumo abundante de frutas y 

vegetales con un alto score de ORAC puede ayudar a disminuir los procesos  

relacionados con el envejecimiento del cuerpo y el cerebro (Duyff, 1998). 

 

     Gran parte de la investigación moderna está enfocada a los tés debido a los 

efectos de tres ingredientes: antioxidantes (polifenoles), nutrientes y cafeína. 

 

     El té contiene altos niveles de antioxidantes llamados polifenoles o flavonoides. 

Estos compuestos son los más predominantes en el té verde y blanco. En el proceso 

del té negro otros antioxidantes son formados –teaflavina- este compuesto es más 

débil que los polifenoles en el té verde, pero todavía presentan actividad antioxidante 

en experimentos de laboratorio. 

 

     Los polifenoles en el té poseen 20 a 30 veces más la potencia antioxidante de la 

vitamina C y E. Los antioxidantes bajan la capacidad de los radicales libres de las 

células de dañar las moléculas que elabora nuestro cuerpo (Zang et al., 2002). 
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     La protección que algunos alimentos brindan contra las enfermedades 

degenerativas como cáncer y enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, 

han sido atribuidas a su alto contenido de varios antioxidantes. 

  

     La mayor parte de la capacidad antioxidante de frutas y vegetales se la 

proporciona su contenido de vitamina E y C y carotenos, así como de diferentes 

polifenoles (Kaur y Lapoor, 2001). 

 

     La medición de los antioxidantes individuales por separado no permite conocer 

con certeza la capacidad antioxidante total de un fluido biológico por los efectos 

sinérgicos que pueden establecerse entre los antioxidantes presentes en él (Daymy-

Pineda et al., 1999). 

 

     Los radicales libres han sido relacionados con el desarrollo de diversas 

enfermedades como cáncer diabetes, cataratas y enfermedades cardiovasculares así 

como también estarían vinculadas con el proceso de envejecimiento. La producción 

de radicales libres y la subsiguiente peroxidación lipídica, son consecuencias 

normales del aumento del consumo de oxidantes que se da en el ejercicio. Los 

suplementos antioxidantes pueden desintoxicar los peróxidos durante el ejercicio y 

disminuir el daño muscular y el dolor. 

 

4.8 Propiedades relevantes de los antioxidantes para la salud humana 

 

     Estas propiedades se pueden clasificar en: antirradicalares, antimutagénicas, 

anticarcinogénicas, antiaterogénicas y antimicrobianas, así como retardar la 
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senescencia Hernández-Ángel y Prieto (1999). Además, pueden actuar como agentes 

reductores, quemadores de metales, entre otros (Karadeniz et al., 2005; Jirovetz et 

al., 2006).   

 

4.9 Microorganismos 

 

     La resistencia de los microorganismos a los fármacos existentes tiende a 

incrementarse por eso se hace cada vez más necesaria la búsqueda de nuevos 

compuestos. En tal sentido este trabajo se propone evaluar la actividad 

antimicrobiana y toxicidad aguda oral de un extracto acuoso de B. erecta como 

elementos indispensables que garantizan el conocimiento y uso adecuado de esta 

planta medicinal. (Guerra et al., 2004). 

 

     Desde la antigüedad el hombre ha utilizado las plantas como fuente para la 

elaboración de medicamentos, ya sea en fármacos o en las preparaciones 

tradicionales, con la finalidad de controlar la prevalezca de ciertas enfermedades 

infecciosas, vencer los problemas de resistencia de los microorganismos y los efectos 

colaterales que poseen los antimicrobianos. (Ali-Shtayed et al., 1998; Sanabria et al., 

1998; De los Ríos et al., 1999). Mediante técnicas microbiológicas se ha demostrado 

una amplia gama de productos y extractos de plantas superiores con actividad contra 

algunos microorganismos asociados a enfermedades infecciosas (Cáceres et al., 

1990; Dimayuga y García, 1991; Rojas et al., 1992; Sanabria et al., 1998; Rangel et 

al., 2001).  
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     La resistencia de los microorganismos a los fármacos existentes tiende a 

incrementarse por eso se hace cada vez más necesaria la búsqueda de nuevos 

compuestos (Guerra et al., 2004).  

 

     Desde la antigüedad el hombre a utilizado las plantas como fuente para la 

elaboración de medicamentos, ya sea en fármacos o en las preparaciones 

tradicionales, con la finalidad de controlar la prevalencia de ciertas enfermedades 

infecciosas, vencer los problemas de resistencia de los microorganismos y los efectos 

colaterales que poseen los antimicrobianos (Ali-Shtayed et al., 1998; Sanabria et al., 

1998; De los Ríos et al., 1999). Mediante técnicas microbiológicas se ha demostrado 

una amplia gama de productos y extractos de plantas superiores con actividad contra 

algunos microorganismos asociados a enfermedades infecciosas (Cáceres et al., 

1990; Dimayuga y García, 1991; Rojas et al., 1992; Sanabria et al., 1998). 

 

     Durante un largo periodo del tiempo, las plantas han sido una fuente valiosa de 

productos naturales utilizados para mantener salud humana, especialmente, en la 

década pasada, con el desarrollo de estudios para ser utilizadas en terapias naturales 

Edeoga et al., (2005). El uso de los compuestos de las plantas para propósitos 

farmacéuticos ha aumentado gradualmente. Según la Organización Mundial de la 

Salud las plantas medicinales son la mejor fuente para obtener una variedad de 

drogas. Cerca del 80% de individuos de los países desarrollados utilizan la medicina 

tradicional, que utiliza compuestos derivados de las plantas medicinales. Por lo tanto, 

las plantas se deben investigar para entender mejor sus características, seguridad y 

eficacia. El uso de los extractos y de los fitoquímicos, pueden ser una alternativa en 

los tratamientos terapéuticos. En los últimos años, un número importante de estudios 
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se han llevado a cabo en diversos países para probar tal eficacia. Muchas plantas se 

han utilizado debido a sus propiedades antimicrobianas, las cuales son debidas a los 

compuestos sintetizados en el metabolismo secundario de la planta. Estos productos 

son conocidos por sus compuestos activos, por ejemplo, los compuestos fenólicos, 

así como los taninos (Nascimiento et al., 2000). 

 

4.9.1 Escherichia coli 

 

     Escherichia coli es un bacilo gram negativo, no esporulado, móviles con flagelos 

perítricos o inmóviles aerobio-anaerobio facultativo de la familia 

Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Se trata de bacterias de rápido crecimiento y 

amplia distribución en el suelo, agua, vegetales y gran variedad de animales. En 

conjunto, la importancia de las enterobacterias en patología humana puede 

cuantificarse constatando que constituyen un 50% aproximadamente de todos los 

aislamientos clínicamente significativos en laboratorios microbiológicos y hasta el 

80% de todos los bacilos Gram negativos identificados.  Esta bacteria coloniza el 

intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un 

microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patógenas y causar 

daño produciendo diferentes cuadros clínicos, entre ellos diarrea (Rodríguez-

Ángeles, 2002).  

 

     E. coli es una de las especies bacterianas más minuciosamente estudiadas, y no 

solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de 
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investigaciones metabólicas, genéticas, poblacionales y de diversa índole (Souza et 

al., 2001).  

 

     E. coli puede ser causa de enfermedad endógena en pacientes debilitados o en 

situación de alteración de la pared intestinal (peritonitis, sepsis, etc.), pero las 

infecciones entéricas provocadas por este germen no son causadas por las cepas que 

habitan normalmente el intestino, SIMO por líneas especialmente patógenas en esta 

localización que se trasmiten por vía fecal-oral de persona a persona o a través de 

agua y alimentos (Nataro y Kaper, 1998). 

 

     A nivel nacional las enfermedades infecciosas intestinales ocupan el cuarto lugar 

como causas de fallecimiento infantil. En la ciudad de Morelia, Michoacán el 

principal agente causal son cepas patógenas de Escherichia coli. de las cuales a la 

fecha se desconoce el prototipo específico al cual pertenecen (Carreras et al., 2005).  

 

     E. coli es el microorganismo no-patógénico más cercano a S. entérica; los dos se 

diferencian aproximadamente por 100 millones de años y conservan su homología en 

alrededor del 90% a nivel genético. Mucha de las características de la virulencia que 

se distinguen entre S. entérica y E. coli son atribuibles a dos especies de Salmonella. 

Algunos clusters pequeños de especies específicas de genes de virulencia han sido 

identificados y determinados sus islotes de patogenicidad (Worley et al., 2000).  
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4.9.2   Salmonella 

 

     El género Salmonella se ubica dentro del orden Enterobacteriales y la Familia 

Enterobactriaceae. Sus miembros son bacilos Gram negativos, generalmente 

móviles por flagelos perítricos (excepto S. gallinarium) anaerobios facultativos no 

encapsulados y no esporulados. La diferenciación entre las especies y subespecies se 

realiza tomando en cuenta diferentes propiedades bioquímicas. Las salmonelas se 

desarrollan entre 8 y 45ºC y un pH de 4 a 8; no sobreviven a temperaturas mayores 

de 70ºC (Walker, 1999). 

 

     A través de los años se han propuesto varios esquemas de clasificación que 

introdujeron controversias y confusión en la compleja nomenclatura y taxonomía de 

Salmonella, de tal forma que los científicos usan diferentes sistemas para referirse 

acerca de este género (DIFCO, 1977). 

 

    La Salmonella está ampliamente distribuida en la naturaleza, y se encuentra como 

comensal y patógeno en el tracto gastrointesitnal de humanos, mamíferos domésticos 

y slavajes, reptiles, aves, insectos y roedores, causando un amplio espectro de 

enfermedades en el hombre y los animales (Kwon and Ricke, 1998; Worley et al., 

2000).   

 

     Desde el punto de vista epidemiológico las salmonelas se pueden clasificar en tres 

grupos: las que no tienen preferencia por algún grupo huésped (infectan tanto al 

hombre como los animales), las que infectan solo al hombre: S. Typha, S. paratyphi 

A y S. paratyphi C y las que están adaptadas a un hospedero en especies animales.  
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     Salmonella es uno de los géneros bacterianos que se encuentra asociado a brotes 

de enfermedades de origen hídrico, ya que son aislados de agua fresca, aguas 

servidas, agua dulce y agua salada, además de ciertos alimentos (Palacios et al., 

1999). Estas bacterias son capaces de sobrevivir en gran variedad de condiciones de 

estrés por largos períodos de tiempo, pueden resistir la deshidratación, sobrevivir en 

el suelo y en el agua, así como en salmuera con 20% de sal (Kwon & Ricke, 1998; 

Ng et al., 1999). 

 

     El género Salmonella es el agente causal de diferentes infecciones intestinales, 

conocidas como salmonelosis, que pueden dividirse en dos síndromes: “La fiebre 

entérica” (causada por S. Typhi) y la “fiebre paratifoidea” (causada por S. paratyphi 

A, S. paratyphi B o S. paratyphi C); y la gastroenteritis o envenenamiento por 

alimentos que es una infección restringida a la mucosa intestinal, causada por 

muchos serotipos. 

 

     La infección por Salmonella es una infección por fases, la puerta de entrada es la 

vía digestiva, donde el bacilo debe sobrepasar la barrera defensiva representada por 

la acidez gástrica antes de adherirse e invadir las células del epitelio intestinal y 

penetrar por medio de ciertos genes de virulencia en su interior, donde se multiplica 

y produce alteraciones histopatológicas (Baumler, 1997; Millemann, 1998). 

 

     Su distribución es mundial, así S. typhimurium es uno de los serotipos más 

prevalentes en el mundo, pero últimamente S. enteritidis la ha desplazado del primer 

lugar, existen también algunos serotipos de diseminación limitada, como S. 

weltevreden confirmado en Asia.  
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     Salmonella es el patógeno más encontrado como causante de intoxicaciones 

alimentarias en países desarrollados, uno de los más frecuentes junto con E. coli y 

Shigella en países en desarrollo. Constituye la segunda causa de morbilidad en países 

en vías de desarrollo, después de los procesos respiratorios, en donde la mayor parte 

de envenenamientos o contaminación de alimentos son de origen bacteriano (Perales 

& Audicana, 1989). 

 

     Las salmonelas causan un grupo variado de enfermedades infecciosas, 

denominadas salmonelosis o enfermedades gastrointestinales, que como enfermedad 

endémica continua siendo un problema en la práctica humana, por ocasionar grandes 

pérdidas, convirtiéndose así en un importante problema de salud pública y 

socioeconómico (Wray, 1985; Polo et al., 1998; Darwin & Miller, 1999). 

 

4.9.3 Candida albicans 

 

     La candidiasis vaginal es una causa frecuente de morbilidad en mujeres en edad 

fértil. Aproximadamente 75 % de todas las mujeres adultas padecen, al menos, de un 

episodio de candidiasis vaginal en algún momento de su vida, y 45 % tienden a 

desarrollar más de un cuadro de candidiasis vaginal, adquiriendo en muchos casos 

(5-7 %), un carácter crónico que se manifiesta por episodios recurrentes con poca 

respuesta a la terapéutica (Perurena et al., 2006).  

 

     Los factores que predisponen a mujeres a VVC incluyen las fluctuaciones 

hormonales (es decir, embarazo, fase luteal del ciclo menstrual, contraceptivos 
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orales, y terapia del reemplazo de la hormona) o uso antibiótico. Otros 5 a los 10% 

de mujeres aparentemente sanas sufren de VVC recurrente (RVVC) (más de tres 

episodios per annum) sin ningunos factores sabidos de la predisposición (Barousse et 

al., 2005)  

 

     La presencia de especies de Candida en la vagina como constituyentes de la 

microbiota normal está bien documentada y es un elemento que complica el 

diagnóstico de esta afección, pues no se ha precisado con exactitud, cuándo la 

cantidad de levaduras presentes en la vagina tiene significación patológica o debe, 

por el contrario, ser interpretada como simple comensalismo. La Candida albicans es 

responsable de más de 85 % de los episodios iniciales y recurrentes de candidiasis 

vaginal, pero también C. glabrata, C. tropicales y C. krusei son reportadas con 

frecuencia (Perurena et al., 2006).  

 

4.10 Cáncer 

 

     De acuerdo con los últimos datos reportados por el INEGI, el cáncer es la segunda 

causa de mortalidad en la población de México (12.42%), después de las 

enfermedades cardiovasculares (22.43%). Asimismo, la mortalidad infantil por 

cáncer en México durante las últimas décadas se ha incrementado drásticamente 

(20.3%). Para enfrentar esta desfavorable situación en México y en todo el mundo ha 

sido necesario buscar alternativas contra esta enfermedad. Actualmente, la 

quimioprevención es una nueva estrategia que ofrece buenas perspectivas contra el 
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cáncer, la cual emplea agentes sintéticos o naturales (solos o en combinación) para 

prevenir o bloquear el desarrollo de cáncer en el humano (Colom et al., 2005). El 

problema principal de los agentes quimiopreventivos, especialmente los sintéticos, es 

la toxicidad que tienen en células normales. Una alternativa para resolver este 

problema es el empleo de agentes naturales selectivos y con baja toxicidad, como son 

los extractos de plantas medicinales que en algunos casos poseen actividades 

antitumorales y anticarcinogénicas significativas y están desprovistos de efectos 

tóxicos colaterales (Abdullaev et al., 2002; Jafarova et al., 2002). Dietas ricas en 

polifenoles han mostrado ser quimipreventivas (D´Alessandro et al., 2003). 

 

     La mayoría de los agentes quimioterapéuticos clínicamente efectivos en el 

tratamiento del cáncer tienen una mayor actividad frente a los tumores que proliferan 

rápidamente como son las leucemias y los linfomas, pero su acción es menos efectiva 

en los tumores sólidos. Esto aparejado a la resistencia de muchos tumores al 

tratamiento con citostáticos conocidos,  hace necesario continuar la búsqueda de 

nuevos productos que puedan ser utilizados en el tratamiento del cáncer. 

 

     En el  periodo comprendido entre los años 1985 a 1990 el Instituto Nacional del 

Cáncer de los Estados Unidos desarrolló un estudio donde se emplearon diversas 

líneas tumorales humanas con el objetivo de incrementar el número de fármacos 

utilizables en la terapia contra el cáncer,  con una mayor eficacia en los tumores 

sólidos. De este estudio surge el Paclitaxel  aislado de la corteza del Taxus brevifolia, 

el que muestra una potente actividad frente a los tumores sólidos.  
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     En  la actualidad, las plantas continúan representando el recurso natural más 

explorado en la búsqueda de anticancerígenos, se encuentra en estudio una amplia 

variedad de familias como fuentes de  estos productos, un ejemplo de esto son las 

familias Umbelliferae, Euphobeaceae Papaveraceae y Annonaceae (Pérez et al., 

2005).  

 

4.10 Sistema inmune 

 

     Los seres superiores están  defendiendo constantemente su integridad biológica  

frente a  agresiones, esencialmente externas.  De no ser así, morirían como 

consecuencia de tumores e infecciones de bacterias, virus, hongos, etc.  Para que 

estos fenómenos de defensa se lleven a cabo, los organismos disponen de un 

conjunto de elementos especiales, conocido como sistema inmune.  La capacidad de 

defensa se adquiere antes de nacer y se madura y consolida en los primeros años de 

la vida fuera del seno materno. 

 

     La respuesta inmune de tipo celular cubre una importante función como 

mecanismo inmunológico de defensa, actuando principalmente frente a virus, así 

como evitando la aparición y desarrollo de células tumorales. En ella participan 

esencialmente los linfocitos T cooperadores (Th) y  citotóxicos (Tc) (Peña, 2003; 

Guerra et al.,  2004). 

 

     Una de las funciones principales del sistema inmune es la inmunovigilancia, la 

cual controla el desarrollo de las células tumorales. La respuesta inmune antitumoral 
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se fundamenta en el hecho de que las profundas alteraciones genéticas, metabólicas y 

morfológicas que presenta una célula tumoral induce o se acompaña de la aparición 

de los nuevos antígenos (antígenos asociados a tumores). Es la presencia de estos 

antígenos lo que le permiten al sistema inmune reconocer como extrañas a las células 

tumorales para tratar de eliminarlas. La respuesta inmune puede ser modificada y 

regulada por varios factores físicos o químicos. 

 

     Un inmunomodulador o inmunorregulador es una sustancia capaz de producir un 

efecto o un cambio en los mecanismos básicos de regulación en la respuesta inmune. 

Las terapias biológicas pueden ser diseñadas para reparar, disminuir o incrementar la 

función del sistema inmune. La inmunoestimulación es un recurso profiláctico y 

terapéutico basado en el uso de plantas, microorganismos y productos sintéticos, 

capaces de activar los mecanismos de defensa corporal específicos y no específicos. 

 

     El timo es el principal productor de linfocitos T y es, por tanto, crucial para el 

sistema inmune. Durante la gestación los linfocitos T se desarrollan, acarreando en 

su superficie celular marcadores que son utilizados para identificar cada tipo de 

células propias del organismo. Las hormonas tímicas y las interleukinas controlan 

todas las fases de maduración, diferenciación, reconocimiento de antígenos, 

proliferación y actividad citotóxica de los linfocitos T. Las hormonas tímicas 

también participan en la activación de las células  fagocíticas y de las células 

citotóxicas naturales a responder contra antígenos extraños (Licón et al., 2005).  

 

     Entre las moléculas efectoras del sistema inmune los anticuerpos son, sin lugar a 

dudas, cruciales para el control de infecciones. Los anticuerpos son secretados por 



 42 

células plasmáticas, las cuales corresponden al estadio de diferenciación terminal de 

los linfocitos B. Existen diferentes poblaciones de linfocitos B maduros con 

capacidad para producir anticuerpos: 1) linfocitos B convencionales también 

conocidos como linfocitos B foliculares o linfocitos B2 o linfocitos B0, 2) linfocitos 

B de zona marginal esplénica, y 3) linfocitos B1. 

 

     Durante el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa se producen anticuerpos 

efectores de alfa afinidad específicos para el patógeno o inmunógeno, resultado de la 

interacción entre las células B y las células T cooperadoras. Esta respuesta precisa 

pero lenta, denominada Timo dependiente o T-dependiente, involucra generalmente 

las células B2. Sin embargo, anticuerpos ya presentes en el suero, denominados 

anticuerpos naturales, que contribuyen a la primera línea de defensa contra los 

agentes infecciosos extracelulares, son producidos de manera T independiente por los 

linfocitos B1 y los linfocitos B de zona marginal. Estos anticuerpos naturales, que 

representan la única protección frente a bacterias encapsuladas, son aportados 

mayoritariamente por los linfocitos B1 ya que estas células son numéricamente 

superiores a los linfocitos B de zona marginal (Merino y Gruppi, 2006).  

 

     Las células macrofágicas están envueltas en un amplio espectro de reacciones de 

defensa. Luego de establecerse un contacto con un agente agresor, estos fagotitos 

actúan liberando citoquinas proinflamatorias que inician y amplifican el proceso 

inflamatorio. Los macrófagos son células que participan directamente ante cualquier 

estímulo físico, químico o bacteriano, siendo elementos críticos para la respuesta a 

diversas agresiones, por su capacidad para la fagocitosis y su potencial en los 

procesos antígeno-anticuerpo. 
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     La capacidad de adherencia a algunos sustratos como el plástico y el vidrio, 

además de estar relacionado con el desarrollo de las reacciones inflamatorias y la 

fagocitosis, permite diferenciar poblaciones macrofágicas con distinto 

comportamiento migratorio, de diferenciación y muerte celular. Esta característica 

puede ser alterada significativamente por algunos estímulos que activan a los 

macrófagos, induciendo la liberación de citoquinas proinflamatorias como son IL-

lbeta, IL-6, TNF-alfa. La liberación de citoquinas proinflamatorias a partir de los 

macrófagos tienen un importante efecto en el reclutamiento, proliferación y 

diferenciación de osteoblastos, favoreciendo la reabsorción ósea. Se ha demostrado 

que la pulpa y los tejidos periapicales inflamados contienen una gran variedad de 

células inmunocompetentes, con predominancia de macrófagos, a través de los 

cuales se inducen todos los estadios de lesiones periapicales (Cardoso et al., 2005). 

  

     La actividad inflamatoria o citotóxica de los leucocitos está sujeta a una 

regulación compleja. Un ejemplo bien estudiado es el macrófago peritoneal del ratón 

para el cual se han hecho distinciones entre poblaciones residentes, inflamatorio, e 

inmunológicamente activados. La generación de un macrófago capaz de matar un 

tumor requiere una señal primaria que actúe en un macrófago inflamatorio, pero no 

en un macrófago residente, esto crea un estado transitorio durante el cual el contacto 

con la célula blanco inicia la respuesta citotóxica (Skeel et al., 1991).  
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   5.    MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 
 

5.1 Área de Estudio 

 

     Las muestras fueron colectadas en el Municipio de General Terán, Nuevo León; 

dicho municipio se encuentra ubicado en la región sureste citrícola entre las 

coordenadas 25°17´ de latitud norte y 99°10´ de longitud este; tiene una altitud de 

230 msnm. 

 

     Su orografía está conformada principalmente de pequeñas elevaciones o lomeríos 

bifurcaciones de la Sierra Madre Oriental. 

 

     Tanto la orografía como la hidrografía hacen que el municipio de General Terán 

presente una flora y fauna rica y pródiga. El clima es variado notándose claramente 

cada una de las estaciones del año, sin embargo cabe aclarar que tanto el verano 

como el invierno son extremosos, las lluvias se presentan al finalizar el verano en los 

meses de julio y agosto, aunque estas son impredecibles y se pueden presentar en 

cualquier mes del año. 

 

     Los principales ecosistemas como son la flora y la fauna son muy abundantes. La 

flora es abundante y variada donde se pueden observar extensos campos de 

naranjales.  
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     En la parte nororiental de tierra fértil se pueden observar sabinos, sauces, encinos, 

ébanos, álamos, alamillos jarilla, moreras, anacuas, etc. En la parte árida: nopales, 

palmas, samandoca, huizaches, mezquites, granjenos, tasajillos, etc.  (INEGI, 2000). 

 

5.2 Diseño del Muestreo 

 

     Las muestras fueron colectadas directamente de diversas plantas al azar en 

cantidad suficiente para llevar a cabo las pruebas. Se trabajó con semillas tiernas y 

maduras. Los parámetros de selección del fruto en los dos estadíos de desarrollo 

fueron color y tamaño de las vainas. Para las muestras maduras se consideró una 

diferencia no mayor de 2.0 y 0.5 cm de longitud y de ancho, respectivamente y de 

coloración y grosor similar. Las vainas verdes con un grado de desarrollo próximo a 

la maduración completa. Se obtuvo una muestra representativa de cada estado de 

madurez con colectas al azar de semillas de plantas de Ebenopsis ebano en cantidad 

suficiente para llevar a cabo las pruebas químicas, así como la medición de la 

actividad biológica de los compuestos a investigar.  

 

     Las semillas colectadas fueron transportadas al Laboratorio "Ciencia de los 

Alimentos" de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de 

Nuevo León. En el caso de las vainas tiernas el transporte se hizo en refrigeración. 

 

     Una vez obtenidas las muestras  se realizó una inspección visual para que las 

semillas seleccionadas presentaran una calidad uniforme (no presenten picaduras de 
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insectos o algún tipo de deterioro). Una vez separadas las porciones y aplicados los 

tratamientos, éstas se trataron para su conservación hasta los análisis. 

 

5.3 Tratamientos (Apéndice A) 

 

     Las semillas tiernas se sometieron a dos tipos de tratamiento. El primer lote  se 

trabajó crudo, al cual se le removió la vaina y la testa manualmente (T1). Un segundo 

lote de semilla tierna se trató en su vaina térmicamente a temperatura de ebullición 

del agua y presión atmosférica por 30 minutos, después de aplicado el tratamiento 

térmico se removió la vaina y la testa manualmente (T2). Una vez obtenidos los 

cotiledones de las semillas crudas y cocidas se liofilizaron enteros y se almacenaron 

hasta su posterior utilización. 

 

     Por otro lado a las semillas maduras y secas se les aplicaron tres tratamientos. En 

el primero a las semillas maduras se les retiró la vaina y la testa manualmente en 

crudo (T3). En el segundo las semillas maduras se tostaron con la testa a 80-90°C por 

espacio de 10 minutos en un baño de arena, después del proceso de tostado se les 

retiró la testa manualmente (T4). El tercer tratamiento consistió en obtener las 

semillas maduras y tostadas comercialmente, las cuales son tratadas mediante un 

proceso artesanal sin control de factores (temperatura y tiempo) a las cuales se les 

retiró la testa manualmente (T5). Una vez aplicados los diferentes tratamientos a las 

semillas maduras, estas se almacenaron en congelación hasta su utilización.  
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5.4  Procedimiento químico analítico 

 

5.4.1 Composición proximal 

 

     El análisis proximal comprende las  siguientes determinaciones: 

a) Humedad 

b) Material mineral (cenizas) 

c) Proteínas 

d) Extracto etéreo (grasas) 

e) Fibra dietética 

f) Extracto libre de nitrógeno (carbohidratos) 

     Los procedimientos analíticos se realizaron por triplicado de acuerdo a los 

métodos oficiales establecidos en el AOAC 2000.  

g) Fibra dietética total de acuerdo al método del AOAC 2000  

 

5.4.2 Polifenoles totales 

 

     La determinación se realizó en los extractos crudos acuosos y metanólicos de los 

cinco tratamientos aplicados a las semillas tiernas y maduras de acuerdo al método 

propuesto por Folin-Cicocalteau (Asamy et al., 2003). 

 

 



 48 

5.4.3 Grado de polimerización  

 

     La determinación se realizó en los extractos crudos acuosos y metanólicos de los 

cinco tratamientos aplicados a las semillas tiernas y maduras de acuerdo al método 

de Glorie´s (Mazza et al., 1999). 

 

5.4.4     Actividad antioxidante 

 

     La determinación se realizó en los extractos crudos acuosos y metanólicos de los 

cinco tratamientos aplicados a las semillas tiernas y maduras tomando un volumen de 

3.0 ml de solución  de DPPH en metanol 6.1x10-5  se le agregan 10l del extracto de 

la muestra. El blanqueado del DPPH se realiza a una  = 515 nm  a 0 min, 1 min, y 

cada minuto hasta que la reacción alcance un estado de estabilidad utilizando como 

solución estándar el BHT y n-propil galato (Da Porto et al., 2000; Ferruzzi et al., 

2002). 

 

     Una vez que se llevaron a cabo las determinaciones los resultados fueron 

analizados estadísticamente utilizando estadística descriptiva, se empleó un diseño 

totalmente al azar para comparar tratamientos y extractos, éste fue anlizando 

utilizando ANOVA de una vía, posteriormente la Prueba de Comparación Multiple 

de Medias de Duncan para las muestras que resultaron diferentes. 
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5.5  Preparación de extractos. 

 

5.5.1 Extractos acuosos. 

 

     Se realizaron infusiones de las semillas para cada uno de los tratamientos 

mencionados anteriormente colocando 1g del material en 50mL de agua a 100 °C, se 

dejó reposar por espacio de 10 min en la oscuridad. Una vez completado el tiempo se 

centrifugó a 2800 rpm durante 15min para obtener el sobrenadante, el cual 

posteriormente fue liofilizado. El material liofilizado  se resuspendió en los 

disolventes adecuados para llevar a cabo las pruebas. 

 

5.5.2     Extractos metanólicos. 

 

     Se colocaron 5g de la semilla (cada tratamiento por separado) en una tela tipo 

gasa, y se colocaron en un vaso de precipitado conteniendo 50 mL de metanol 

absoluto. Se dejó en agitación  durante 24h a temperatura ambiente protegido de la 

luz. El extracto obtenido se centrifugó a 2800 rpm durante 15min para obtener el 

sobrenadante, el cual fue colocado en tubos Ependorff previamente pesados para 

secarlos al vacío y obtener el peso seco. El material seco obtenido se resuspendió en 

una mezcla de 300 L de metanol y 700 L del disolvente adecuado para llevar a 

cabo las pruebas.  
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5.6 Actividad biológica 

 

5.6.1 Reactivos 

 

     La solución de penicilina-estreptomicina, L-glutamina, Fungizona y medios 

RPMI 1640 se obtuvieron de Life Technologies (Grand Island, NY). El suero fetal 

bovino (SFB), metanol, buffer de lisis para ertitrocitos, bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT), Concanavalina A (CON A), filtros 

milipore de 0.22m se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Los 

medios de cultivo Infusión Cerebro Corazón (ICC), Yeast Médium Broth (YM) y el 

agar bacteriológico se obtuvieron en CTR Scientific (Monterrey, NL). La línea 

celular 5178y-R se obtuvo de la American Type Culture Collection (Rockville, MD. 

 

5.6.2 Animales de experimentación 

 

     Ratones macho Sprague_Dawley de 6 a 8 semanas para la determinación de 

macrófagos peritoneales, proliferación de linfocitos tímicos y linfocitos de bazo se 

mantuvieron en un ambiente libre de patógenos y de estrés a 24°C, bajo un ciclo de 

luz-oscuridad (fase lumínica 7:00-19:00 horas), y se les proporcionó agua y alimento 

ad libitum. Se obtuvieron de Harlan Sprague Dawley Inc (Indianápolis, IN). 
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5.6.3 Línea Celular 

 

     La línea celular L5178Y-R se obtuvo de la ATCC y se utilizó RPMI completo 

(10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina, 0.5% de solución penicilina-

estreptomicina, 0.1% de fungizona) como medio de propagación. 

 

     La línea celular L5178Y-R es un linfoblastoma murino, se obtuvo a partir de un 

tumor tímico inducido en un ratón DBA/2 con metilcolantreno. Se adaptó el tumor a 

una suspensión de líneas celulares llamada L5178Y-R (ATCC, 1994). 

 

5.6.4 Viabilidad Celular 

 

     El empleo del MTT ha mostrado que es posible medir tanto la proliferación de 

linfocitos y la citotoxicidad sobre células normales. La reducción de sales de 

tetrazolio por microorganismos se ha descrito anteriormente (Gómez-Flores, et al, 

1995). Mosmann describió un método basado sobre la descomposición de la sal de 

tetrazolio (MTT) por la deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas; el anillo de 

tetrazolio de MTT es abierto y es reducido a azul formazán. Dando como resultado 

un cambio de color, la intensidad de este refleja la actividad enzimática de las células 

vivas la cual puede ser medida espectrofotométricamente (Huissain el al., 1993). 
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5.7   Actividad antibiótico in vitro contra E. Coli y Salmonella y Cándida albicans.  

 

5.7.1     Preparación del stock de microorganismos (E. Coli, Salmonella y Candida        

albicans). 

 

     Se cultivaron los microorganismos en Agar Infusión Cerebro Corazón (ICC) para 

E. Coli y Salmonella y YM para Candida albicans, se incubaron 24 horas a 37°C, se 

tomó una colonia y se resuspendió en  caldo ICC o YM con 5% de glicerol, 

respectivamente, se ajustó la cantidad de células a 1 x 103 células/mL en una cámara 

de Nuebauer, posteriormente se distribuyeron en tubos estériles para cada ensayo y 

se congelaron a -20ºC. A la par se siembran en el agar correspondiente para asegurar 

el contenido de células, una vez que se tiene la cantidad deseada se utiliza como 

“stock”, el cual se descongela previamente a ser utilizadas en el estudio. 

 

5.7.2   Efecto antibiótico vs. E. coli y Salmonella. 

 

     Los extractos de los tratamientos utilizados fueron disueltos en medio ICC para su 

utilización en la prueba.  

 

     En una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan 50L del tratamiento con 

50l del medio ICC y 50l de la suspensión de células, se incuba 5h a 37°C. 

Posteriormente se adicionan 15L a cada pozo de MTT a una concentración de 

0.5mg/ml, y se incuba el cultivo por 4h, se agregan 100L del amortiguador de lisis 

celular a todos los pozos y se incuba de 16-21h. Se leen las densidades ópticas 
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resultantes de la solubilización del formazán a 540nm en el lector de microplacas 

(Gómez-Flores et al., 1995). 

 

5.7.3     Efecto antibiótico vs. Candida albicans 

 

     Los diferentes extractos utilizados fueron disueltos en medio YM para su 

utilización en la prueba.  

 

     En una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan 50l del tratamiento con 

50L del medio YM y 50L de la suspensión de células, se incuba 21-24h a 37°C. 

Posteriormente se adicionan 15L a cada pozo de MTT a una concentración de 

0.5mg/ml, y se incuba el cultivo por 4h, se agregan 100L del amortiguador de lisis 

celular a todos los pozos y se incuba de 16-21h. Se leen las densidades ópticas 

resultantes de la solubilización del formazán a 540nm en el lector de microplacas 

(Gómez-Flores et al., 1995). 

 

5.7.4     Efecto citotóxico in vitro vs. línea celular L5178Y-R 

 

     Se prepararon extractos metanólicos y acuosos en medio RPMI-1640 de los 

tratamientos de las semillas de ébano los cuales se probaron en la línea celular 

tumoral L5178Y-R (linfoblastoma murino) (ATCC, 1994). 

 

     Las células se obtienen directamente del tumor generado en el ratón y se prepara 

una suspensión de células a una concentración de 5x104 cel/mL, la cual se utilizó en 

el experimento. 
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     En una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan 100L del tratamiento (a 

concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5 125 y 250g/mL) con 100L del medio 

RPMI-1640 con 5% de suero fetal bovino y 100L de la suspensión de células, se 

incuba 44h a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente se adicionan 20L a cada pozo de 

MTT a una concentración de 5mg/mL, y se incuba el cultivo por 4h, se agregan 

80L del amortiguador de lisis celular a todos los pozos y se incuba de 16-21h. Se 

leen las densidades ópticas resultantes de la solubilización del formazán a 540nm en 

el lector de microplacas (Gómez-Flores et al., 1995). 

 

5.7.5     Efecto in vitro  sobre la proliferación de linfocitos de timo 

 

     El timo se obtuvo de ratones sanos. Una vez extraído el timo del ratón se colocó 

en un recipiente estéril el cual contenía medio RPMI-1640, se maceró en condiciones 

de esterilidad, se centrifugó para separar el tejido, se recuperó el sobrenadante y se 

procedió a centrifugar para separar las células del resto de la solución, una vez 

separadas las células se resuspendieron en medio RPMI-1640 el cual contenía suero 

fetal bovino y se procedió a contar las células de la suspensión en una cámara de 

Neubauer para ajustar el contenido a una concentración de 1.25x107 cel/mL. Esta 

suspensión de células se utilizó para el experimento. 

 

     Por otro lado, se prepararon extractos metanólicos y acuosos en medio RPMI-

1640 de los tratamientos de las semillas de ébano los cuales se utilizaron en el 

experimento. 
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     En una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan 100L del tratamiento (a 

concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5 125 y 250g/mL) con 100L del medio 

RPMI-1640 con 5% de suero fetal bovino y 80L de la suspensión de células de 

concentración conocida y 20L de medio de cultivo. En la misma placa se coloca 

todo lo mencionado anteriormente, solo que en lugar de agregar 20L de medio de 

cultivo se agregan 20L del mitógeno Concanavalina A (activador de células), se 

incuba 46-48h a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente se adicionan 20L/pozo de MTT 

(5mg/mL), y se incuba el cultivo por 4h, se agregan 80L del amortiguador de lisis 

celular a todos los pozos y se incuba de 16-21h. Se leen las densidades ópticas 

resultantes de la solubilización del formazán a 540nm en el lector de microplacas. Se 

hicieron tres experimentos con tres réplicas cada uno (Gómez-Flores et al., 1995). 

 

5.7.6     Efecto in vitro  sobre la proliferación de linfocitos de bazo 

 

     El bazo se obtuvo de ratones sanos. Una vez extraído el bazo del ratón se colocó 

en un recipiente estéril el cual contenía medio RPMI-1640, se maceró en condiciones 

de esterilidad, se centrifugó para separar el tejido, se recuperó el sobrenadante y se 

procedió a centrifugar para separar las células del resto de la solución, una vez 

separadas las células se resuspendieron en medio RPMI-1640 el cual contenía suero 

fetal bovino y se procedió a contar las células de la suspensión en una cámara de 

Neubauer para ajustar el contenido a una concentración de 1x107 cel/mL. Esta 

suspensión de células se utilizó para el experimento. 
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     Por otro lado, se prepararon extractos metanólicos y acuosos en medio RPMI-

1640 de los tratamientos de las semillas de ébano los cuales se utilizaron en el 

experimento. 

 

     En una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan 100L del tratamiento (a 

concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5 125 y 250g/mL) con 100L del medio 

RPMI-1640 con 5% de suero fetal bovino y 80L de la suspensión de células de 

concentración conocida y 20L de medio de cultivo. En la misma placa se coloca 

todo lo mencionado anteriormente, solo que en lugar de agregar 20L de medio de 

cultivo se agregan 20L del mitógeno Concanavalina A (activador de células), se 

incuba 46-48h a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente se adicionan 20L/pozo de MTT 

(5mg/mL), y se incuba el cultivo por 4h, se agregan 80L del amortiguador de lisis 

celular a todos los pozos y se incuba de 16-21h. Se leen las densidades ópticas 

resultantes de la solubilización del formazán a 540nm en el lector de microplacas. Se 

hicieron tres experimentos con tres réplicas cada uno (Gómez-Flores et al., 1995). 

 

5.7.7 Efecto in vitro  sobre la activación de macrófagos peritoneales 

 

     Los macrófagos se obtuvieron de ratones sanos. Una vez obtenidos los 

macrófagos del ratón se colocaron en frío en un tubo el cual contenía medio RPMI-

1640, se centrifugó para separar las células del resto de la solución, una vez 

separadas las células se resuspendieron en medio AIM-V y se procedió a contar las 

células de la suspensión en una cámara de Neubauer para ajustar el contenido a una 

concentración de 1.7x106 cel/mL. Esta suspensión de células se utilizó para el 

experimento.   
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     Por otro lado, se prepararon extractos metanólicos y acuosos en medio AIM-V de 

los tratamientos de las semillas de ébano los cuales se utilizaron en el experimento. 

 

     En una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan 100L de la suspensión de 

macrófagos y se incuban por 2 horas a 37ºC y 5% de CO2, después de la incubación 

se elimina el sobrenadante, la placa se lava con 100L de medio AIM-V y se agrega 

a cada pozo que contiene los macrófagos 100L del tratamiento (a concentraciones 

de 7.8, 15.6, 31.2, 62.5 125 y 250g/mL), se incuba 72 h a 37°C y 5% de CO2 

después de la incubación se separan 50L de la suspensión en otra placa de 96 pozos 

para la determinación de la producción de óxido nítrico. A cada pozo se le agregan 

50L de Reactivo B de Griess (sulfanilamida), se incuba 10 min en la oscuridad y 

posteriormente se le agregan 50L del Reactivo A de Griess (-naftil amina), se 

incuba 10 min en la oscuridad y se leen las densidades ópticas a 570nm en un lector 

de microplacas.  En la placa original que contiene 50L se adicionan 15L/pozo de 

MTT (5mg/mL), y se incuba la placa por 2h, se agregan 100L de DMSO a todos los 

pozos y se leen las densidades ópticas resultantes de la solubilización del formazán a 

540nm en el lector de microplacas. Se hicieron tres experimentos con tres réplicas 

cada uno (Gómez-Flores et al., 1995). 

 

5.8 Diseño del experimento 

 

     Para llevar a cabo  los experimentos se utilizó un diseño completamente al azar, 

tanto para las mediciones químicas como para las evaluaciones biológicas. Las 

variables que se investigaron fueron: humedad, proteínas, cenizas, grasas, fibra 
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cruda, extracto libre de nitrógeno (por diferencia), fibra dietética, grado de 

polimerización de polifenoles, actividad antioxidante, actividad antibiótico, actividad 

antitumoral y actividad inmunorreguladora. 

 

5.8.1   Análisis Estadístico 

 

     Las pruebas químicas se realizaron por triplicado, una vez obtenidos los 

resultados del diseño completamente al azar, estos se analizaron utilizando 

estadística descriptiva, así como ANOVA para determinar diferencia entre los 

tratamientos seguido de una prueba de comparación múltiple de medias de Duncan 

en las pruebas que resulten significativamente diferentes utilizando el programa 

estadístico SPSS v.10. 

 

     Las pruebas in vitro se analizaron estadísticamente utilizando estadística 

descriptiva y la prueba t, con el programa estadístico Microcal Origin. 
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6.   RESULTADOS  

 

6.1   Composición química 

 

6.1.1 Análisis proximal 

 

     En la tabla 1 se observa que las semillas de Ebenopsis ebano contienen los 

principales macronutrimentos. Con respecto al contenido de humedad, proteína, 

ceniza y grasa los resultados muestran que existe diferencia significativa entre los 

diferentes tratamientos aplicados a los distintos  estados de madurez de las semillas 

(tiernas y maduras). En el caso de los hidratos de carbono, este fue determinado por 

diferencia a 100. 

 

     Por otro lado se observa en todos los tratamientos y estados de madurez la 

presencia de fibra dietética, esta en cantidades comparables a otras leguminosas 

como el frijol o garbanzo, donde en función del tratamiento los valores del contenido 

de este macronutrimento van desde 4 a 28% (Wenzel y Lajolo, 2000). 
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Tabla 1. Composición química proximal de semillas de Ebenopsis ebano en 

diferentes estados de madurez 

 

Estado 

de 

Madurez 

 

Humedad 

% 

x  SEM 

 

Proteína 

(%Nx6.25) 

x  SEM 

 

Ceniza 

% 

x  SEM 

 

Grasa 

% 

x  SEM 

 

Fibra 

Dietética* 

% 

Hidratos 

de 

Carbono** 

(%) 

Tierna 

cruda 
4.970.003b 68.190.216d 5.470.145c 3.890.166a 10.50 6.97 

Tierna 

cocida 
4.410.141a 48.470.583c 6.460.120d 6.010.147b 15.89 18.76 

Madura 

cruda 
10.050.128c 35.910.177a 3.140.063b 22.080.134d 8.62 20.20 

Madura 

tostada 
7.291.576c 37.280.164b 2.680.098a 21.180.171c 9.48 19.65 

* Solo se realizó una vez 

** Se determinó por diferencia a 100 
a,b,c,d indican diferencia significativa entre muestras 

n=3 

 

 

6.1.2 Polifenoles totales 

 

     En la Tabla 2 se presentan los resultados del contenido de polifenoles totales 

(expresados como ácido ferúlico) para los extractos acuosos en los diferentes estados 

de madurez y los diferentes tratamientos aplicados a las semillas. En dichos 

resultados se observa que el mayor contenido de compuestos polifenólicos es en la 

semilla tierna cocida (T2), siendo diferente estadísticamente de acuerdo a la prueba 

de Duncan (p<0.05) con las semillas tierna cruda y las maduras en sus diferentes 

tratamientos. Estadísticamente entre las semillas tierna y madura cruda (T1 y T3) y la 

madura tostada (condiciones controladas) (T4) no se observa diferencia 

estadísticamente significativa (p<0.05), así como entre las semillas maduras tostadas 

(en condiciones controladas y la obtenida comercialmente) (T4 y T5), observándose 

entre estas últimas un mayor contenido en el T5. 
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Tabla 2. Contenido de Polifenoles totales en extractos crudos acuosos de semillas de 

Ebenopsis ebano con diferentes tratamientos. 

 

Tratamiento 

Ácido Ferúlico 

(g/L) 

SEMx   

Tierna cruda 

 
0.131+0.002a 

Tierna cocida 

 
0.204+0.016c 

Madura cruda 

 
0.127+0.003a 

Madura tostada 

 
0.139+0.000a,b 

Madura comercial 

 
0.163+0.011b 

a,b,c  indican diferencia significativa entre muestras 

n=3 

 

 

     En la Tabla 3 se presentan los resultados del contenido de polifenoles totales 

(expresados como ácido ferúlico) para los extractos metanólicos en los diferentes 

estados de madurez y los diferentes tratamientos aplicados a las semillas. En dichos 

resultados se observa que el mayor contenido de compuestos polifenólicos es en la 

semilla tierna cocida (T2), siendo diferente estadísticamente de acuerdo a la prueba 

de Duncan (p< 0.05) con las semillas tierna cruda y las maduras en sus diferentes 

tratamientos. Por otro lado, entre la semilla tierna y madura cruda (T1 y T3) y la 

semilla madura tostada (T4) no se observa diferencia estadísticamente significativa 

(p<0.05), mientras que la semilla madura tostada comercial es diferente 

estadísticamente  (p<0.05), ocupando el segundo lugar en el contenido de 

polifenoles. 
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Tabla 3. Contenido de Polifenoles totales en extractos crudos metanólicos de 

semillas de Ebenopsis ebano con diferentes tratamientos. 

 

Tratamiento Ácido Ferúlico 

(g/L) 

SEMx   

Tierna cruda 

 
0.147+0.002a 

Tierna cocida 

 
0.215+0.003c 

Madura cruda 

 
0.136+0.005a 

Madura tostada 

 
0.146+0.003a 

Madura comercial 

 
0.175+0.06b 

a,b,c indican diferencia significativa entre muestras 
n=3 

 

 

6.1.3 Grado de polimerización 

 

     Con relación al contenido de compuestos polifenólicos clasificados por el grado 

de polimerización de los compuestos en los diferentes tratamientos se observa que en 

la semilla tierna cruda (T1) existe diferencia significativa entre los compuestos 

polifenólicos presentes en las semillas de ébano distribuidos de la siguiente manera 

de acuerdo con la prueba de Duncan (p<0.05): ac. gálico en el extracto acuoso y 

metanólico y quercetina en el extracto acuoso son significativamente iguales; ácido 

gálico en el extracto acuoso y metanólico y quercetina del extracto metanólico son 

significativamente iguales; ácido cafeico en el extracto acuoso es significativamente 

diferente a los demás, así como ácido cafeico en el extracto metanólico también es 

significativamente diferente a los demás. 

 

     Para la semilla tierna cocida (T2) y madura cruda (T3) se observan tres grupos 

estadísticamente diferentes en el contenido de compuestos polifenólicos clasificados 
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de acuerdo al grado de polimerización utilizando la prueba de Duncan (p<0.05): 

ácido gálico en el extracto acuoso y metanólico y quercetina en el extracto acuoso y 

metanólico;  ácido cafeico en el extracto acuoso y ácido cafeico en el extracto 

metanólico. 

 

     En la semilla madura tostada (T4) se observan cuatro grupos estadísticamente 

diferentes en el contenido de compuestos polifenólicos clasificados de acuerdo al  

grado de polimerización utilizando la prueba de Duncan (p<0.05): derivados de la 

quercetina en el extracto acuoso; derivados de la quercetina en el extracto metanólico 

y derivados del ácido gálico en los extractos acuoso y metanólico; derivados del 

ácido cafeico en el extracto acuoso y derivados del ácido cafeico en el extracto 

metanólico. 

 

     En la semilla madura tostada comercial (T5) solo se observan dos grupos 

estadísticamente diferentes de acuerdo a la prueba de Duncan (p<0.05): derivados del 

ácido gálico de los extractos acuoso y metanólico y derivados de la quercetina en los 

extractos acuoso y metanólico; derivados del ácido cafeico en los extractos acuoso y 

metanólico.  

 

     En la tabla 4 se presentan los resultados del contenido de polifenoles clasificados 

de acuerdo al grado de polimerización de los compuestos en el extracto acuoso de las 

semillas de ébano en los diferentes tratamientos aplicados. Los compuestos que 

predominan en el extracto acuoso son los derivados del ácido cafeico, observándose 

un mayor contenido en la semilla madura tostada comercial (T5), siendo esta 

diferente al resto de los tratamientos de acuerdo a la prueba de Duncan (p<0.05), en 
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el caso de la semilla tierna cruda y cocida (T1 y T2) no existe diferencia 

estadísticamente significativa en el contenido de ácido cafeico (p<0.05), en la semilla 

tierna cocida  y la madura cruda (T2 y T3) no existe diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.05) y por último la que presenta un menor contenido de 

compuestos polifenólicos expresados como ácido cafeico es la semilla madura 

tostada (T4), siendo esta estadísticamente  diferente a los otros tratamientos. 

 

     Con relación al ácido gálico que es el segundo grupo de compuestos polifenólicos 

presentes en la semilla de ébano se observa que el tratamiento que presenta mayor 

contenido de estos compuestos es la semilla madura tostada comercial (T5), siendo 

esta estadísticamente diferente a los otros tratamientos (p<0.05). En el caso de la 

semilla tierna cocida, madura cruda y madura tostada (T2, T3 y T4) no existe 

diferencia estadísticamente significativa (p<0.05), finalmente para estos compuestos 

los que presentan menor contenido es la semilla tierna cruda y cocida (T1 y T2), 

siendo estas estadísticamente iguales (p<0.05). 

 

     El otro tipo de compuestos polifenólicos presentes en la semilla de ébano son los 

derivados de  la quercetina, los cuales se presentan en mayor concentración en la 

semilla madura tostada comercial (T5) con diferencia estadísticamente significativa 

al resto de los tratamientos (p<0.05), la semilla tierna cruda, tierna cocida y madura 

cruda (T2, T3 y T4) no presentan diferencia estadísticamente significativa con 

relación al contenido de compuestos (p<0.05) y la semilla madura tostada (T4) 

presenta el menor contenido de derivados de la quercetina, siendo este tratamiento 

estadísticamente diferente a los demás (p<0.05). 
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     No se detecta en ninguno de los extractos acuosos ni de los tratamientos la 

presencia de derivados de malvidin-3-glucósido. 

 

Tabla 4. Contenido de Polifenoles de acuerdo al grado de polimerización de los 

compuestos en extractos crudos acuosos de semillas de Ebenopsis ebano para 

diferentes tratamientos 

 

Tratamiento 

Ácido Gálico 

mg/100g 

x  SEM 

Ácido Cafeico 

x  SEM 

Quercetina 

x  SEM 

Malvidin-
3-glucósido 

x  SEM 

Tierna cruda 

 
0.085+0.005a 0.967+0.083c 0.054+0.003b ND 

Tierna cocida 

 
0.096+0.004a,b 0.807+0.130b,c 0.045+0.003b ND 

Madura cruda 

 
0.108+0.009b 0.607+0.072b 0.044+0.003b ND 

Madura tostada 

 
0.102+0.007b 0.277+0.032a 0.008+0.001a ND 

Madura comercial 

 
0.312+0.012c 2.027+0.188d 0.194+0.008c ND 

a,b,c indican diferencia significativa entre muestras 
n=3 

 

     En la tabla 5 se presentan los resultados del contenido de polifenoles clasificados 

de acuerdo al grado de polimerización de los compuestos en el extracto metanólico 

de las semillas de ébano en los diferentes tratamientos aplicados. Los compuestos 

que predominan en el extracto acuoso son los derivados del ácido cafeico, 

observándose un mayor contenido en la semilla madura tostada comercial (T5), 

siendo esta diferente al resto de los tratamientos de acuerdo a la prueba de Duncan 

(p<0.05), estadísticamente diferente el contenido de ácido cafeico en la semilla tierna 

cruda (T1) (p<0.05), seguido de la semilla tierna cocida (T2) y madura cruda (T3) 

(p<0.05), y con menor contenido y estadísticamente diferente la semilla  Madura 

tostada (T4) (p<0.05). Con relación al contenido de ácido gálico y quercetina como 

se mencionó anteriormente en algunos tratamientos no se observa diferencia 

estadísticamente significativa en el contenido de estos compuestos, sin embargo en el 

caso de la semilla madura tostada (T4) si se da el caso. 



 66 

Tabla 5. Contenido de Polifenoles de acuerdo al grado de polimerización de los 

compuestos en extractos crudos metanólicos de semillas de Ebenopsis ebano para 

diferentes tratamientos 

 

Tratamiento 

Ác. Gálico 

mg/100g 

x  SEM 

Ác. Cafeico 

x  SEM 

Quercetina 

x  SEM 

Malvidin-

3-glucósido 

x  SEM 

Tierna cruda 

 
0.163+0.015c 1.627+0.118c 0.180+0.010c ND 

Tierna cocida 

 
0.133+0.030b,c 1.023+0.085b 0.103+0.006b ND 

Madura cruda 

 
0.100+0.017a,b 0.923+0.058b 0.107+0.006b ND 

Madura tostada 

 
0.079+0.030a 0.557+0.051a 0.072+0.005a ND 

Madura comercial 

 
0.223+0.025d 1.976+0.130d 0.230+0.012d ND 

a,b,c indican diferencia significativa entre muestras 
n=3 

 

 

6.2 Actividad antioxidante 

 

6.2.1 Extractos acuosos 

 

     En tabla 6 se presentan los resultados de la absorbancia de la actividad 

antioxidante de los extractos acuosos crudos de las semillas de Ebenopsis ebano a las 

cuales se les aplicaron los tratamientos T1 a T5. La semilla tierna cocida (T2) a los 

30 min es la que presenta mayor reducción de la absorbancia, lo que significa que los 

compuestos presentes en el extracto tienen mayor actividad antioxidante frente al 

DPPH, seguida de la semilla tierna cruda (T1). De acuerdo a los resultados la semilla 

madura en sus diferentes tratamientos cruda, tostada y tostada comercial (T3, T4 y 

T5) presentan menor actividad antioxidante que la semilla tierna, sin embargo, 

estadísticamente todos los tratamientos son diferentes de acuerdo con la prueba de 

Duncan (p<0.05). Comparando los resultados de los tratamientos de los extractos 

acuosos con respecto a los estándares, estos presentan mayor actividad antioxidante 
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que el BHT ya que para realizar la prueba fue necesario utilizar casi la mitad de 

muestra de la misma concentración en el estándar, aunque, la actividad antioxidante 

de las los tratamientos (T1 a T5) es menor comparada con el n-propil galato, ya que 

para este se utilizaron solo 3L de la misma concentración que para los tratamientos. 

 

     Otra forma de evaluar la actividad antioxidante es midiendo el tiempo que se 

requiere para reducir la absorbancia de la solución en un 50%. Los tiempos a los que 

se obtuvieron dichos resultados variaron, siendo para el tratamiento T2 el menor 

tiempo y este tres veces menos que los demás tratamientos (T1, T3, T4 Y T5), los 

cuales son muy parecidos entre sí y equivalente al estándar de BHA, pero es al doble 

de tiempo que el n-propil galato. 

 

Tabla 6. Actividad Antioxidante de la semilla de Ebenopsis ebano frente a DPPH 

Extractos Crudos Acuosos 

Tratamiento 
Muestra 

 (L) 

Absorban- 

cia inicial 

Absorban- 

cia a 30 min 

50% de  

Absorban- 

cia/t 

% Inhibición 

 a 30 min 

Tierna  

Cruda 
600 0.861 0.484 0.439/42 43.79c 

Tierna  

Cocida 
600 0.874 0.386 0.438/16 55.83a 

Madura 

cruda 
600 0.928 0.512 0.466/43 44.83e 

Madura 

tostada 
600 0.887 0.544 0.482/46 38.67f 

Madura 

tostada 

comercial 

600 0.901 0.553 0.475/46 38.63g 

BHA 

 
1000 1.009 0.310 0.498/15 69.28d 

n-propil 

galato 
3 0.854 0.133 0.429/7 84.42b 

     

      En las Fig. 6 a10 se presentan los resultados de la medición del decremento de la 

absorbancia a través del tiempo para los diferentes tratamientos aplicados a las 
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semillas tiernas y maduras de Ebenopsis ebano, en ellas se muestra la absorbancia a 

los 30 min y el tiempo donde se observa el 50% de la reducción de la misma. 

 

 

 
 

Fig. 6. Efecto del extracto acuoso crudo T1 sobre la actividad antioxidante 
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Fig. 7. Efecto del extracto acuoso crudo T2 sobre la actividad antioxidante 

 

 

 

 

 
Fig. 8. Efecto del extracto acuoso crudo T3 sobre la actividad antioxidante 
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Fig. 9. Efecto del extracto acuoso crudo T4 sobre la actividad antioxidante 

 

 

 
 

 

Fig. 10. Efecto del extracto acuoso crudo T1 sobre la actividad antioxidante 
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     En la Fig. 11 se presentan los resultados de la actividad antioxidante de los 

extractos acuosos de los tratamientos de las semillas tiernas y maduras de ébano. Se 

observa que la semilla tierna cocida es la que presenta mayor disminución de la 

absorbancia en el menor tiempo, así como a lo largo del tiempo, comparada con los 

estándares BHA y n-propil galato. 

 
Fig. 11. Efecto del extracto acuoso crudo de T1 a T5 sobre la actividad antioxidante 
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     En tabla 7 se presentan los resultados de la absorbancia de la actividad 
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a las cuales se les aplicaron los tratamientos antes mencionados. La semilla tierna 

cocida (T2) a los 30 min es la que presenta mayor reducción de la absorbancia, lo 

que significa que los compuestos presentes en el extracto tienen mayor actividad 

antioxidante frente al DPPH, seguida de la semilla tierna cruda (T1). De acuerdo a 

los resultados la semilla madura en sus diferentes tratamientos (T3, T4 y T5) 

presentan menor actividad antioxidante que la semilla tierna, sin embargo 
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estadísticamente todos los tratamientos son diferentes de acuerdo a la prueba de 

Duncan (p<0.05), excepto la semilla madura cruda  (T3) y la madura tostada 

comercial (T5) son iguales estadísticamente (p<0.05), así como la semilla tierna 

cruda (T1) y la madura tostada comercial (T5) (p<0.05). Al comparar los 

tratamientos de los extractos metanólicos con los estándares utilizados se observa 

que los extractos metanólicos presentan mayor actividad que el BHT ya que se 

utilizó alrededor de la mitad de muestra de los distintos tratamientos, aunque en el 

caso del n-propil galato su actividad es mayor comparada tanto con el BHT como 

con los extractos ya que se requirió solo de 3L para presentar una reducción de la 

absorbancia de aproximadamente del 85% a los 30 minutos. 

 

     Considerando los tiempo de reducción hasta el 50%, el T2 es el que requiere de 

menor tiempo, siendo este equivalente al estándar de BHA y tres veces menos que los 

otros tratamientos  (T1, T3, T4 Y T5); sin embargo, el tiempo es mayor que para el 

estandar n-propil galato para el que se requiere la mitad del tiempo con relación al T2. 

Tabla 7. Actividad Antioxidante de la semilla de Ebenopsis ebano frente a DPPH  

Extractos Crudos Metanólicos 

Tratamiento 
Muestra 

 (L) 

Absorban- 

cia inicial 

Absorban- 

cia a  

30 min 

50% de  

Absorban- 

cia/t 

% Inhibición  

a 30 min 

Tierna cruda 

 
200 0.943 0.593 0.512/46 37.11f 

Tierna 

cocida 
200 1.059 0.278 0.527/12 72.89a 

Madura 

cruda 
200 0.924 0.588 0.492/46 36.36e 

Madura 

tostada 
200 0.951 0.542 0.480/40 43.42d 

Madura 

tostada 

comercial 

200 0.942 0.590 0.522/46 37.37f 

BHA 

 
1000 1.009 0.310 0.498/15 69.28c 

n-propil 

galato 
3 0.854 0.133 0.429/7 84.42b 
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     En las Fig. 12 a 16 se presenta la disminución de la absorbancia con el paso del 

tiempo medida hasta los 46 minutos de las semillas tiernas y maduras en sus 

diferentes tratamientos de los extractos metanólicos. En dichas figuras se puede 

observar el comportamiento a los 30 y 46 minutos. 

 

 

 
 

Fig. 12. Efecto del extracto metanólico crudo T1 sobre la actividad antioxidante 
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Fig. 13. Efecto del extracto metanólico crudo T2 sobre la actividad antioxidante 

 

 

 

 
 

Fig. 14. Efecto del extracto metanólico crudo T3 sobre la actividad antioxidante 
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Fig. 15. Efecto del extracto metanólico crudo T4 sobre la actividad antioxidante 

 

 

 
 

Fig. 16. Efecto del extracto metanólico crudo T5 sobre la actividad antioxidante 
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     En la Fig. 17 se observa la comparación de las absorbancias de los extractos 

metanólicos de las semillas tiernas y maduras comparadas con los estándares 

utilizados: BHA y n-propil galato.  

 
Fig. 17. Efecto del extracto metanólico crudo de T1 a T5 sobre la actividad 

antioxidante 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

1.2 

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 

Tiempo (min) 

A
b

s
o

rb
a

n
c
ia

 exto meoh 1 

exto meoh 2 

exto meoh 3 

exto meoh 4 

exto meoh 5 

BHT 

Galatos 



 77 

6.3 Actividad antimicrobiana 

 

6.3.1 Efecto de los extractos sobre el crecimiento de Escherichia coli. 

 

     Se determinó el efecto directo de los extractos acuosos y metanólicos sobre el 

crecimiento en cultivo de Escherichia coli, con la metodología descrita anteriormente 

(capítulo 5.7.2) 

 

     El extracto acuoso de la semilla tierna cruda (T1) de Ebenopsis ebano presentó un 

efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria a concentraciones de 250 y 

500g/mL con un índice de citotoxicidad de 7.6 y 19.1%, respectivamente (p<0.05) 

(Fig. 18).  

 

     Por otro lado,  el extracto metanólico de la semilla tierna cruda (T1) de Ebenopsis 

ebano a las concentraciones de 250 y 500g/mL mostró inhibición del crecimiento 

de la bacteria con un índices de inhibición de 12.2 y 22.9% (p<0.01), 

respectivamente (Fig. 18). 

 

     El extracto acuoso de la semilla tierna cocida (T2) de Ebenopsis ebano presentó 

un efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria a concentraciones de 250 y 

500g/mL con un índice de crecimiento de 8.0 y 18.2%, respectivamente (p<0.05) 

(Fig. 19).  

 



 78 

     Así mismo,  el extracto metanólico de la semilla tierna cocida (T2) de Ebenopsis 

ebano a la concentración de 500g/mL mostró inhibición del crecimiento de la 

bacteria con un índice de inhibición de 17.9% (p<0.05). (Fig. 19). 

 

     El extracto acuoso de la semilla madura cruda (T3) de Ebenopsis ebano presentó 

un efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria a concentraciones de 250 y 

500g/mL con un índice de crecimiento de 13.2 y 27.1%, respectivamente (p<0.05) 

(Fig. 20).  

 

     Por otro lado, el extracto metanólico de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano a las concentraciones de 250 y 500g/mL mostraron inhibición del 

crecimiento de la bacteria con índices de inhibición de 13.4 y 28.8% (p<0.01), 

respectivamente. (Fig. 20) 

 

     El extracto acuoso de la semilla madura tostada (T4) de Ebenopsis ebano presentó 

un efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria, sin embargo, no se observa 

significancia estadística. (Fig. 21) 

 

     Se observó también que  el extracto metanólico de la semilla madura tostada (T4) 

de Ebenopsis ebano a las concentraciones de 250 y 500g/mL mostró inhibición del 

crecimiento de la bacteria con un índice de inhibición de 13.9 y 27.7% (p<0.01), 

respectivamente. (Fig. 21) 

 

     El extracto acuoso de la semilla madura tostada comercial (T5) de Ebenopsis 

ebano presentó un efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria a 
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concentraciones de 125, 250 y 500g/ml con un índice de inhibición de 9.5, 16.8% 

(p<0.05) y 32.1% (p<0.01), respectivamente (Fig. 22).  

 

     Los resultados presentados en la Tabla 9 y figura 22 indican que el extracto 

metanólico de la semilla madura tostada comercial (T5) de Ebenopsis ebano a las 

concentraciones de 125, 250 y 500g/mL mostraron inhibición del crecimiento de la 

bacteria con un índice de inhibición de 10.5, 16.6 y 29.9% (p<0.01), 

respectivamente. 

 

     Como control positivo se utilizó el antibiótico tetraciclina a una concentración de 

3g/mL, para el cual no se observó crecimiento de E. coli en la prueba. 

 

     Para el vehículo metanólico (solvente utilizado para preparar el extracto crudo de 

este solvente), no se observa significancia estadística con respecto a la inhibición del 

crecimiento de E. coli por el efecto del mismo (Fig. 23). 
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Fig. 18. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cruda (T1) 

sobre la inhibición del crecimiento de Escherichia coli. Las bacterias se ajustaron 

a una concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 19. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cocida (T2) 

sobre la inhibición del crecimiento de Escherichia coli. Las bacterias se ajustaron 

a una concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 

 



 82 

7.8 15.6 31.25 62.5 125 250 500

0

5

10

15

20

25

30 a **

**

%
 I
n
h
ib

ic
ió

n
 d

e
 C

re
c
im

ie
n
to

Extracto acuoso Ebenopsis ebano (g/mL)

 

7.8 15.6 31.25 62.5 125 250 500
-5

0

5

10

15

20

25

30

35 b **

**

%
 I
n
h
ib

ic
ió

n
 d

e
 C

re
c
im

ie
n
to

Extracto metanólico Ebenopsis ebano (g/mL)

 
 

Fig. 20. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura cruda (T3) 

sobre la inhibición del crecimiento de Escherichia coli. Las bacterias se ajustaron 

a una concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 21. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

(T4) sobre la inhibición del crecimiento de Escherichia coli. Las bacterias se 

ajustaron a una concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se 

añadieron 50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 

7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. 

Para la determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  

a cada placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se 

agregaron 50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 

h a 37ºC. Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. 

Los datos representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento 

de 3 experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 22. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) sobre la inhibición del crecimiento de Escherichia coli. Las 

bacterias se ajustaron a una concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. 

Posteriormente se añadieron 50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a 

concentraciones de 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las 

placas por 5 h a 37ºC. Para la determinación del la citotoxicidad, se añadieron 

10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada placa y se incubaron 4 hora adicionales. 

Inmediatamente después, se agregaron 50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y 

las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. Las densidades ópticas se leyeron a 540nm 

en un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estándar de 3 

repeticiones por tratamiento de 3 experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 

comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 23. Efecto del vehículo metanólico sobre el crecimiento de E. coli 
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6.3.2 Efecto de los extractos sobre el crecimiento de Salmonella. 

 

     Se determinó el efecto directo de los extractos acuosos y metanólicos sobre la 

inhibición en cultivo de Salmonella, con la metodología descrita anteriormente. 

(Capítulo 5.7.2) 

 

     El extracto acuoso de la semilla tierna cruda (T1) contra Salmonella presentó un 

efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria a concentraciones de 250 y 

500g/mL con un índice de inhibición de 4.2 y 12.9%, respectivamente (p<0.05). 

(Fig. 24)  

 

     Por otro lado  el extracto metanólico de la semilla tierna cruda (T1) contra 

Salmonella a la concentración de 500g/mL mostró inhibición del crecimiento de la 

bacteria con un índice de inhibición de 17.5% (p<0.01). (Fig. 24). 

 

     El extracto acuoso de la semilla tierna cocida (T2) contra Salmonella presentó un 

efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria a concentraciones de 250 y 

500g/mL con un índice de crecimiento de 9.7% (p<0.01) y 18.6% (p<0.05), 

respectivamente (Fig. 25).  

 

     Así mismo, el extracto metanólico de la semilla tierna cocida (T2) contra 

Salmonella a la concentración de 500g/mL mostró inhibición del crecimiento de la 

bacteria con un índice de inhibición de 11.6% (p<0.01) (Fig. 25). 
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     El extracto acuoso de la semilla madura cruda (T3) contra Salmonella presentó un 

efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria, sin embargo, no se observa 

significancia estadística a ninguna concentración (Fig. 26).  

 

     Se observó también que  el extracto metanólico de la semilla tierna cocida (T3) 

contra Salmonella a la concentración de 500g/mL mostró inhibición del crecimiento 

de la bacteria con un índice de inhibición de 18.8% (p<0.01) (Fig. 26). 

 

     El extracto acuoso de la semilla madura tostada (T4) contra Salmonella presentó 

un efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria, sin embargo, no se observa 

significancia estadística a ninguna concentración (Fig. 27).  

 

     Por otro lado  el extracto metanólico de la semilla tierna cocida (T4) contra 

Salmonella a las concentraciones de 250 y 500g/mL mostró inhibición del 

crecimiento de la bacteria con un índices de inhibición de 3.6% (p<0.05) y 19.8% 

(p<0.01), respectivamente (Fig. 27). 

 

     El extracto acuoso de la semilla madura tostada comercial (T5) contra Salmonella 

presentó un efecto de inhibición del crecimiento de la bacteria sin embargo, no se 

observa significancia estadística a ninguna concentración  (Fig. 28). 

 

     Así mismo,  el extracto metanólico de la semilla madura tostada comercial (T5) 

contra Salmonella a la concentración de 500g/mL mostró inhibición del crecimiento 

de la bacteria con un índice de inhibición de 17.5% (p<0.01) (Fig. 28). 
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     Como se mencionó anteriormente, la tetraciclina fue utilizada como control 

positivo a una concentración de 3g/ml, para el cual no se observa crecimiento de 

Salmonella. 

 

     En el caso del vehículo metanólico no se observa significancia estadística en la 

inhibición del crecimiento de la bacteria (Fig. 29). 
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Fig. 24. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cruda (T1) 

sobre la inhibición del crecimiento de Salmonella. Las bacterias se ajustaron a una 

concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 25. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cocida (T2) 

sobre la inhibición del crecimiento de Salmonella. Las bacterias se ajustaron a una 

concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 26. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura cruda (T3) 

sobre la inhibición del crecimiento de Salmonella. Las bacterias se ajustaron a una 

concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 27. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

(T4) sobre la inhibición del crecimiento de Salmonella. Las bacterias se ajustaron 

a una concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 28. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) sobre la inhibición del crecimiento de Salmonella. Las bacterias se 

ajustaron a una concentración de 1x103 células/ml en caldo ICC. Posteriormente se 

añadieron 50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 

7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. 

Para la determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  

a cada placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se 

agregaron 50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 

h a 37ºC. Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. 

Los datos representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento 

de 3 experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 29. Efecto del vehículo metanólico sobre el crecimiento de Salmonella. 
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6.3.3 Efecto de los extractos sobre el crecimiento de Candida albicans. 

 

     Se determinó el efecto directo de los extractos acuosos y metanólicos sobre el 

crecimiento en cultivo de Candida albicans, con la metodología descrita 

anteriormente. (Capítulo 5.7.3) 

 

     El extracto acuoso de la semilla tierna cruda (T1) de Ebenopsis ebano no presentó 

efecto de inhibición en el crecimiento de Candida albicans estadísticamente 

significativo (p<0.05) (Fig. 30).  

 

     Por otro lado  el extracto metanólico de la semilla tierna cruda (T1) de Ebenopsis 

ebano a las concentraciones de 125, 250 y 500g/mL mostró inhibición del 

crecimiento de Candida albicans con un índice de inhibición de 48.7, 84.4 y 84.4%, 

respectivamente (p<0.01) (Fig. 30). 

 

     El extracto acuoso de la semilla tierna cruda (T2) de Ebenopsis ebano no presentó 

efecto de inhibición en el crecimiento de Candida albicans estadísticamente 

significativo (p<0.05) (Fig. 31).  

 

     Los ensayos realizados indican que el extracto metanólico de la semilla tierna 

cocida (T2) de Ebenopsis ebano a las concentraciones de 125, 250 y 500g/mL 

mostró inhibición del crecimiento de Candida albicans con un índice de inhibición 

de 65.1, 83.7 y 81.9%, respectivamente (p<0.01) (Fig. 31). 
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     El extracto acuoso de la semilla madura cruda (T3) de Ebenopsis ebano no 

presentó efecto de inhibición en el crecimiento de Candida albicans estadísticamente 

significativo (p<0.05). (Fig. 32). 

 

     Por otro lado  el extracto metanólico de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano a las concentraciones de 62.5, 125, 250 y 500g/mL mostró 

inhibición del crecimiento de Candida albicans con un índice de inhibición de 23.9% 

(p<0.05), 69.2, 85.0 y 83.9% (p<0.01), respectivamente (Fig. 32). 

 

     El extracto acuoso de la semilla madura tostada (T4) de Ebenopsis ebano no 

presentó efecto de inhibición en el crecimiento de Candida albicans estadísticamente 

significativo (p<0.05) (Fig. 33).  

 

     Por otro lado  el extracto metanólico de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano a las concentraciones de 125, 250 y 500g/mL mostró inhibición 

del crecimiento de Candida albicans con un índice de inhibición de 53.3, 82.2 y 

83.1% (p<0.01), respectivamente (Fig. 33). 

 

     El extracto acuoso de la semilla madura tostada comercial (T5) de Ebenopsis 

ebano no presentó efecto de inhibición en el crecimiento de Candida albicans 

estadísticamente significativo (p<0.05) (Fig. 34).  

 

     El extracto metanólico de la semilla madura tostada comercial (T5) de Ebenopsis 

ebano a las concentraciones de 125, 250 y 500g/mL mostró inhibición del 
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crecimiento de Candida albicans con un índice de inhibición de 52.3, 81.2 y 84.1%  

(p<0.01), respectivamente (Fig. 34). 

 

     En los anexos 1 a 5 se muestran gráficas donde se presenta un comparativo entre 

el comportamiento de los tres microorganismos probados frente a los diferentes 

extractos acuosos y metanólicos de Ebenopsis ebano (Fig. 60 a 64). 

 

   La Anfotericina B fue utilizada como control positivo a una concentración de 

3g/mL, para el cual no se observa crecimiento de Candida albicans. 

 

     En el caso del vehículo metanólico no se observa significancia estadística en la 

inhibición del crecimiento de la levadura (Fig. 35). 

 

     . 
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Fig. 30. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cruda (T1) 

sobre la inhibición del crecimiento de C. albicans. Las bacterias se ajustaron a una 

concentración de 1x103 células/ml en caldo YM. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar.  
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Fig. 31. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cocida (T2) 

sobre la inhibición del crecimiento de C. albicans. Las bacterias se ajustaron a una 

concentración de 1x103 células/ml en caldo YM. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar.  
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Fig. 32. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura cruda (T3) 

sobre la inhibición del crecimiento de C. albicans. Las bacterias se ajustaron a una 

concentración de 1x103 células/ml en caldo YM. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 33. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

(T4) sobre la inhibición del crecimiento de C. albicans. Las bacterias se ajustaron 

a una concentración de 1x103 células/ml en caldo YM. Posteriormente se añadieron 

50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 7.8, 15.6, 

31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. Para la 

determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada 

placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se agregaron 

50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 h a 37ºC. 

Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos 

representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 

experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar.  
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Fig. 34. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) sobre la inhibición del crecimiento de C. albicans. Las bacterias se 

ajustaron a una concentración de 1x103 células/ml en caldo YM. Posteriormente se 

añadieron 50l/pozo del extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 

7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500g/ml y se incubaron las placas por 5 h a 37ºC. 

Para la determinación del la citotoxicidad, se añadieron 10l/pozo de MTT (5mg/ml)  

a cada placa y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente después, se 

agregaron 50l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron por 16 

h a 37ºC. Las densidades ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. 

Los datos representan la media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento 

de 3 experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin 

tratar. 
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Fig. 35. Efecto del vehículo metanólico sobre el crecimiento de C. albicans 
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6.4 Actividad antitumoral  

 

6.4.1 Efecto de los extractos crudos de Ebenopsis ebano sobre la citotoxicidad de la 

línea celular tumoral L5178Y-R in vitro. 

 

     Para la evaluación del efecto de los extractos crudos acuosos y metanólicos de la 

citotoxicidad sobre la Línea Celular Tumoral L5178Y-R se utilizó el diseño 

experimental descrito anteriormente (Capítulo materiales y métodos), con el cual se 

obtuvo la respuesta utilizando diferentes concentraciones del extracto. 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestran que las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad  sobre las células tumorales fueron de: 125 y 250g/mL 

con índices de citotoxicidad 14.0 y 14.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 36). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestran que las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad de sobre las células tumorales fueron de: 62.5, 125 y 

250g/mL, con índices de citotoxicidad de 17.0, 20.0% (p<0.05) y 27.0% (p<0.01), 

respectivamente (Fig. 36). 

 

     La concentración del extracto crudo acuoso de la semilla tierna cocida (T2) de 

Ebenopsis ebano a la que se observa efecto significativo de citotoxicidad  sobre las 

células tumorales fue de: 250g/mL con índice de citotoxicidad 19.0% (p<0.05) (Fig. 

37). 
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     En los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cocida (T2) de 

Ebenopsis ebano no se observa efecto significativo de citotxicidad de sobre las 

células tumorales (Fig 37). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano muestran las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad  sobre las células tumorales: 31.25, 62.5, 125 y 

250g/ml con índices de citotoxicidad 25.0, 22.0, 21.0 y 29.0% (p<0.01), 

respectivamente (Fig. 38). 

 

     Para el extracto crudo metanólico de la semilla madura cruda (T3) de Ebenopsis 

ebano también se observó efecto significativo de citotoxicidad sobre las células 

tumorales a las siguientes concentraciones: 7.8, 16.6, 31.25, 62.5, 125 y 250g/mL, 

con índices de citotoxicidad de: 11.0% (p<0.01), 10.0, 8.0, 9.0, 13.0% (p<0.05) y 

16.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 38). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano muestran las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad  sobre las células tumorales: 7.8, 62.5, 125 y 250g/mL 

con índices de citotoxicidad 12.0, 22.0% (p<0.05), 15.0 y 22.0% (p<0.01), 

respectivamente (Fig. 39). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano muestra la concentración a la que se observa efecto significativo de 
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citotxicidad de sobre las células tumorales: 250g/mL, con índice de citotoxicidad de 

23.0% (p<0.05) (Fig. 39). 

 

     Las concentraciones del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada 

comercial (T5) de Ebenopsis ebano a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad  sobre las células tumorales fueron: 7.8, 31.25, 62.5, 125 y 250g/mL 

con índices de citotoxicidad de: 9.0, 14.0% (p<0.05), 14.0, 23.0 y 31.0% (p<0.01), 

respectivamente (Fig. 40). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) de Ebenopsis ebano muestra la concentración a la que se observa 

efecto significativo de citotoxicidad de sobre las células tumorales: 250g/mL, con 

índice de citotoxicidad de 23.0% (p<0.05) (Fig. 40). 

 

     Como se mencionó anteriormente, el LPS fue utilizado como control positivo para 

el cual no se observa crecimiento de las células tumorales. 

 

     En el caso del vehículo metanólico no se observa significancia estadística en la 

inhibición del crecimiento de las células (Fig. 41). 
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Fig. 36. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cruda (T1) 

sobre la inhibición del crecimiento de la Línea Celular L5178Y-R. 

Las células se ajustaron a una concentración de 5x104 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 44h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada placa y se incubaron 4 

horas adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de tres experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 37. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cocida (T2) 

sobre la inhibición del crecimiento de la Línea Celular L5178Y-R . 

Las células se ajustaron a una concentración de 5x104 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 44h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada placa y se incubaron 4 

horas adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de tres experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.  
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Fig. 38. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura cruda (T3) 

sobre la inhibición del crecimiento de la Línea Celular L5178Y-R . 

Las células se ajustaron a una concentración de 5x104 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 44h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada placa y se incubaron 4 

horas adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de tres experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.  
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Fig. 39. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

(T4) sobre la inhibición del crecimiento de la Línea Celular L5178Y-R . 

Las células se ajustaron a una concentración de 5x104 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 44h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada placa y se incubaron 4 

horas adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de tres experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.      
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Fig. 40. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) sobre la inhibición del crecimiento de la Línea Celular L5178Y-

R . 

Las células se ajustaron a una concentración de 5x104 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 44h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml)  a cada placa y se incubaron 4 

horas adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de tres experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.  
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Fig. 41. Efecto del vehículo metanólico sobre el crecimiento de linfoma L5178Y 
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6.5 Actividad inmunorreguladora 

 

6.5.1 Efecto de los extractos crudos de Ebenopsis ebano sobre la citotoxicidad de 

linfocitos de timo de ratón in vitro. 

 

     Para la evaluación del efecto de los extractos crudos acuosos y metanólicos sobre 

la proliferación de linfocitos tímicos se utilizó el diseño experimental descrito 

anteriormente (Capítulo 5.7.5), con el cual se obtuvo la respuesta de linfocitos 

residentes y linfocitos activados con Concanavalina A (Con A) utilizando diferentes 

concentraciones del extracto. 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 

2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL con índices de 

citotoxicidad de 8.0% (p<0.05) y 18.0% (p<0.01) respectivamente. Las 

concentraciones a las que se observa efecto significativo de citotoxicidad de 

linfocitos activados con Con A fueron: 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/mL con  

índices de citotoxicidad 19.0, 19.0, 21.0, 29.0, y 36.0% (p<0.01), respectivamente 

(Fig. 42). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. La 
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concentración a la que se observa efecto significativo de la citotoxicidad de linfocitos 

residentes es: 250g/mL, con índice de citotoxicidad de 24.0 (p<0.05). La 

concentración a la que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos 

activados con Con A fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad 19.0% (p<0.01) 

(Fig. 42). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla tierna cocida (T2) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 

2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 31.25, 62.5, 125 y 250g/mL con 

índices de citotoxicidad de 11.0% (p<0.05), 13.0, 11.0 y 13.0% (p<0.01), 

respectivamente. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos activados con Con A fueron: 125 y 250g/mL con  índices 

de citotoxicidad 12.0 y 27.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 43). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cocida (T2) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. La 

concentración a la que se observa efecto significativo de la citotxicidad de linfocitos 

residentes fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad de 22.0% (p<0.01). La 

concentración a la que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos 

activados con Con A fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad 18.0% (p<0.05) 

(Fig 43). 
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     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 

2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL con índices de 

citotoxicidad de 11.0 y 22.0% (p<0.01). Las concentraciones a las que se observa 

efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos activados con Con A fueron: 7.8, 

15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/mL con  índices de citotoxicidad de 8.0, 9.0% 

(p<0.05), 12.0, 19.0, 27.0 y 38.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 44). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. La 

concentración a la que se observa efecto significativo de la citotoxicidad de linfocitos 

residentes fue de  250g/mL, con índice de citotoxicidad de 36.0 (p<0.01). La 

concentración a la que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos 

activados con Con A fue de 250g/mL con índice de citotoxicidad 39.0% (p<0.01) 

(Fig 44). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 

2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 62.5, 125 y 250g/mL con índices de 

citotoxicidad de 8.0% (p<0.05), 13.0 y 21.0% (p<0.01), respectivamente. Las 
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concentraciones a las que se observa efecto significativo de citotoxicidad de 

linfocitos activados con Con A fueron: 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/mL con  

índices de citotoxicidad 14.0, 20.0, 24.0, 29.0 y 42.0% (p<0.01), respectivamente 

(Fig. 45). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos tímicos 

residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. La 

concentración a la que se observa efecto significativo de la citotoxicidad de linfocitos 

residentes fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad de 36.0 (p<0.01), 

respectivamente. La concentración a la que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos activados con Con A fue de 250g/mL, con índice de 

citotoxicidad 25.0% (p<0.01) (Fig. 45). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada comercial 

(T5) de Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos 

tímicos residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima 

de 2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL con índices de 

citotoxicidad de 6.0 y 13.0% (p<0.01), respectivamente. Las concentraciones a las 

que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos activados con Con 

A fueron: 125 y 250g/mL con  índices de citotoxicidad de 11.0% (p<0.05) y 21.0% 

(p<0.01), respectivamente (Fig. 46). 
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     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) de Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los 

linfocitos tímicos residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima 

de 2.4g/mL. La concentración a la que se observa efecto significativo de la 

citotoxicidad de linfocitos residentes fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad 

de 30.0% (p<0.01). La concentración a la que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos activados con Con A fue de 250g/mL, con índice de 

citotoxicidad 32.0% (p<0.01) (Fig. 46). 

 

     Como se mencionó anteriormente, el LPS fue utilizado como control positivo para 

el cual no se observa crecimiento de los linfocitos del timo. 

 

     En el caso del vehículo metanólico no se observa significancia estadística en la 

inhibición del crecimiento de las células (Fig. 47). 
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Fig. 42 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cruda (T1) 

sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos tímicos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1.25x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.  
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Fig. 43 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cocida (T2) 

sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos tímicos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1.25x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 44 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura cruda (T3) 

sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos tímicos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1.25x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.       
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Fig. 45 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

(T4) sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos tímicos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1.25x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.  
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Fig. 46 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tosatada 

comercial (T5) sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos tímicos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1.25x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 47 Efecto del vehículo metanólico sobre el crecimiento de linfocitos tímicos 
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6.5.2 Efecto de los extractos crudos de Ebenopsis ebano sobre la citotoxicidad de          

linfocitos de bazo in vitro. 

 

     Para la evaluación del efecto de los extractos crudos acuosos y metanólicos sobre 

la proliferación de linfocitos de bazo se utilizó el diseño experimental descrito 

anteriormente (Capítulo 5.7.6), con el cual se obtuvo la respuesta de linfocitos 

residentes y linfocitos activados con Concanavalina A (Con A) utilizando diferentes 

concentraciones del extracto. 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos de bazo 

residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 

2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL con índices de 

citotoxicidad de 19.0 y 22.0% (p<0.01), respectivamente. Las concentraciones a las 

que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos activados con Con 

A fueron de: 62.5, 125 y 250g/mL con  índices de citotoxicidad de 8.0% (p<0.05), 

20.0 y 28.0% (p<0.0), respectivamente (Fig. 48). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos de bazo 

residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. La 

concentración a las que se observa efecto significativo de la citotoxicidad de 

linfocitos residentes fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad de 34.0% 

(p<0.01). La concentración a la que se observa efecto significativo de citotoxicidad 
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de linfocitos activados con Con A fue de  250g/mL, con índice de citotoxicidad 

32.0% (p<0.01) (Fig. 48). 

 

     Para el extracto crudo acuoso de la semilla tierna cocida (T2) de Ebenopsis ebano 

muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos de bazo residentes y 

preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. Las 

concentraciones a las que se observa efecto significativo de citotoxicidad de 

linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL con índices de citotoxicidad de 12.0 y 

19.0% (p<0.05), respectivamente. Las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad de linfocitos activados con Con A fueron de 125 y 

250g/mL con  índice de citotoxicidad 12.0 y 13.0% (p<0.01) (Fig. 49). 

 

     En el caso del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cocida (T2) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos de bazo 

residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. La 

concentración a la que se observa efecto significativo de la citotoxicidad de linfocitos 

residentes fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad de 30.0% (p<0.01). En el 

caso de los linfocitos activados con Con A no se observa efecto estadísticamente 

significativo del extracto de la semilla tierna cocida (Fig. 49). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos de bazo 

residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 

2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL con índices de 
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citotoxicidad de 14.0 y 22.0% (p<0.01), respectivamente. Las concentraciones a las 

que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos activados con Con 

A fueron: 31.2, 62.5, 125 y 250g/mL con  índicas de citotooxicidad 8.0, 10.0,  24.0 

y 32.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 50). 

 

     El extracto crudo metanólico de la semilla madura cruda (T3) de Ebenopsis ebano 

muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos de bazo residentes y 

preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. La 

concentración a la que se observa efecto significativo de la citotoxicidad de linfocitos 

residentes fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad de 44.0% (p<0.01). La 

concentración a la que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos 

activados con Con A fue de  250g/mL, con índice de citotoxicidad 36.0% (p<0.01) 

(Fig. 50). 

 

     Así mismo, los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada 

(T4) de Ebenopsis ebano muestran la inhibición de la proliferación de los linfocitos 

de bazo residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima 

de 2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL con índices de 

citotoxicidad de 9.0 y 22.0% (p<0.01), respectivamente. Las concentraciones a las 

que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos activados con Con 

A fueron: 31.2, 62.5 125 y 250g/mL con  índices de citotoxicidad 6.0, 11.0, 21.0 y 

32.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 51). 
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     Los efectos del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano muestran la inhibición de la proliferación de los linfocitos de bazo 

residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima de 2.4g/mL. Las 

concentraciones a las que se observa efecto significativo de la citotoxicidad de 

linfocitos residentes fueron: 125 y 250g/mL, con índices de citotoxicidad de 18.0% 

(p<0.05) y 42.0% (p<0.01). La concentración a la que se observa efecto significativo 

de citotoxicidad de linfocitos activados con Con A fue de 250g/mL, con índice de 

citotoxicidad 44.0% (p<0.01) (Fig. 51). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada comercial 

(T5) de Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los linfocitos de 

bazo residentes y preactivados con Concanavalina A a la concentración subóptima de 

2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron de 125 y 250g/mL con índices de 

citotoxicidad de 9.0% (p<0.05) y 20.0% (p<0.01), respectivamente. Las 

concentraciones a las que se observa efecto significativo de citotoxicidad de 

linfocitos activados con Con A fueron: 31.2, 62.5, 125 y 250g/mL con  índices de 

citotoxicidad 8.0, 12.0, 17.0 y 21.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 52). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) de Ebenopsis ebano muestra la inhibición de la proliferación de los 

linfocitos de bazo residentes y preactivados con Con A a la concentración subóptima 

de 2.4g/mL. Las concentraciones a las que se observa efecto significativo de la 

citotoxicidad de linfocitos residentes fueron de 125 y 250g/mL, con índices de 

citotoxicidad de 18.0% (p<0.05)  y 39.0 (p<0.01), respectivamente. La concentración 
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a la que se observa efecto significativo de citotoxicidad de linfocitos activados con 

Con A fue de 250g/mL, con índice de citotoxicidad 39.0% (p<0.01). (Fig. 52). 

     En los anexos 6 a 9 se muestran gráficas donde se presenta un comparativo entre 

el comportamiento de la línea celular tumoral y los linfocitos de timo y bazo 

probados frente a los diferentes extractos acuosos y metanólicos de Ebenopsis ebano 

(Fig. 65 a 69). 

 

     Como se mencionó anteriormente, el LPS fue utilizado como control positivo para 

el cual no se observa crecimiento de los linfocitos del bazo. 

 

     En el caso del vehículo metanólico no se observa significancia estadística en la 

inhibición del crecimiento de las células (Fig. 53). 
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Fig. 48 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cruda (T1) 

sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos de bazo. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 49 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cocida (T2) 

sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos de bazo. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.  
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Fig. 50 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura cruda (T3) 

sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos de bazo. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 51 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

(T4) sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos de bazo. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 52 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) sobre la inhibición del crecimiento de linfocitos de bazo. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x107 cel/ml en medio RPMI 

completo. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del extracto acuoso (a) o 

metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250g/ml y se 

incubaron las placas por 46-48h a 37ºC y 5% de CO2. Para la determinación del la 

inhibición se añadieron 20l/pozo de MTT (5mg/ml) a cada placa y se incubaron 4 

hora adicionales. Inmediatamente después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis 

de leucocitos y las placas se incubaron por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades 

ópticas se leyeron a 540nm en un lector de microplacas. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 53 Efecto del vehículo metanólico sobre el crecimiento de linfocitos de bazo 
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6.5.3 Efecto de los extractos crudos de Ebenopsis ebano sobre la citotoxicidad de 

macrófagos peritoneales de ratón in vitro. 

 

     Para la evaluación del efecto de los extractos crudos acuosos y metanólicos de la 

citotoxicidad sobre la proliferación de macrófagos peritoneales se utilizó el diseño 

experimental descrito anteriormente (Capítulo 5.7.7), con el cual se obtuvo la 

respuesta utilizando diferentes concentraciones. 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestran las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad  sobre los macrófagos peritoneales: 15.6, 31.2, 62.5, 

125 y 250g/mL con índices de citotoxicidad 29.0, 33.0, 25.0, 30.0 y 28.0% 

(p<0.01), respectivamente (Fig. 54). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cruda (T1) de 

Ebenopsis ebano muestra las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad de sobre los macrófagos peritoneales: 62.5, 125 y 

250g/mL, con índices de citotoxicidad de 10.0% (p<0.05), 24.0 y 16.0% (p<0.01), 

respectivamente (Fig. 54). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla tierna cocida (T2) de 

Ebenopsis ebano muestra las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad  sobre los macrófagos peritoneales: 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 

62.5 y 250g/mL con índices de citotoxicidad 33.0, 33.0, 30.0, 25.0, 30.0, 24.0 y 

29.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 55). 
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     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla tierna cocida (T2) de 

Ebenopsis ebano muestra las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad sobre los macrófagos peritoneales: 125 y 250g/ml con 

índices de citotoxicidad de 20.0 y 23.0 (p<0.01), respectivamente (Fig. 55). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano muestran la concentración a la que se observa efecto significativo 

de citotoxicidad  sobre los macrófagos peritoneales: 7.8, 15.6 y 250g/ml con índices 

de citotoxicidad 15.0% (p<0.05), 14.0, y 21.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 56). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura cruda (T3) de 

Ebenopsis ebano muestra las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad de sobre los macrófagos peritoneales: 125 y 250g/ml, 

con índices de citotoxicidad de: 28.0 y 34.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 56). 

 

     Los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano muestran las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad  sobre los macrófagos peritoneales: 15.6, 31.2, 62.5, 

125 y 250g/ml con índices de citotoxicidad 21.0% (p<9.01), 14.0% (p<0.05), 26.0, 

25.0 y 32.0% (p<0.01), respectivamente (Fig. 57). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada (T4) de 

Ebenopsis ebano muestra las concentraciones a las que se observa efecto 

significativo de citotoxicidad de sobre los macrófagos peritoneales: 62.5, 125 y 
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250g/ml, con índices de citotoxicidad de 11.0 (p<0.05), 30.0 y 33.0% (p<0.01), 

respectivamente (Fig. 57). 

 

     En los resultados del extracto crudo acuoso de la semilla madura tostada 

comercial (T5) de Ebenopsis ebano no se observa efecto estadísticamente 

significativo de citotoxicidad  sobre los macrófagos peritoneales (Fig. 58). 

 

     Los resultados del extracto crudo metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) de Ebenopsis ebano muestra las concentraciones a las que se observa 

efecto significativo de citotoxicidad  sobre los macrófagos peritoneales: 125 y 

250g/ml, con índices de citotoxicidad de 15.0 y 29.0% (p<0.01) (Fig. 58). 

 

     Como se mencionó anteriormente, el LPS fue utilizado como control positivo para 

el cual no se observa crecimiento de los macrófagos peritoneales. 

 

     En el caso del vehículo metanólico no se observa significancia estadística en la 

inhibición del crecimiento de las células (Fig. 59). 

 

6.5.4 Producción de nitritos por macrófagos intraperitoneales estimulados con 

extractos crudos de Ebenopsis ebano. 

 

     La detección de la liberación de nitritos, es una medida indirecta de probar la 

producción de óxido nítrico por macrófagos activados. Tanto para los extractos 

crudos acuosos como los metabólicos de observa la producción de óxido nítrico, 

principalmente a las concentraciones más altas probadas. 
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     En el extracto acuoso crudo de la semilla tierna cruda (T1) se observa que la 

producción de óxido nítrico se eleva hasta 8 nmoL/pozo (Fig 54). 

 

     En el extracto metanólico de la semilla tierna cruda (T1), la producción de óxido 

nítrico decrece de las concentraciones más bajas a las más altas, siendo de 0 desde la 

concentración de 31.2 hasta 250g/mL, sin embargo, la concentración observada no 

supera los 3g/ml (Fig 54). 

 

     En el extracto acuoso crudo de la semilla tierna cocida (T2) la producción de 

óxido nítrico se observa hasta 7 nmoL/pozo (Fig 55). 

 

     En el extracto metanólico de la semilla tierna cocida (T2) la producción de óxido 

nítrico decrece de las concentraciones más bajas a las más altas, siendo de 0 desde la 

concentración de 31.2 hasta 250g/mL, sin embargo, la concentración observada no 

supera los 3g/mL (Fig. 55). 

 

     En el extracto acuoso crudo de la semilla madura cruda (T3) se observa que la 

producción de óxido nítrico se eleva hasta 10 nmoL/pozo (Fig. 56). 

      

     En el extracto metanólico de la semilla madura cruda (T3) la producción de óxido 

nítrico decrece de las concentraciones más bajas a las más altas, siendo de 0 desde la 

concentración de 31.2 hasta 250g/mL, sin embargo, la concentración observada no 

supera los 3g/ml (Fig. 56). 
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     En el extracto acuoso crudo de la semilla madura tostada (T4) se observa que la 

producción de óxido nítrico se eleva hasta 10.6 nmoL/pozo (Fig. 57). 

 

     En el extracto metanólico de la semilla madura cruda (T4) la producción de óxido 

nítrico decrece de las concentraciones más bajas a las más altas, siendo de 0 desde la 

concentración de 62.5 hasta 250g/mL, sin embargo, la concentración observada no 

supera los 4g/ml (Fig. 57). 

 

     En el extracto acuoso crudo de la semilla madura tostada comercial (T5) no se 

observa producción de óxido nítrico (Fig. 58). 

 

     En el extracto metanólico de la semilla madura tostada comercial la producción de 

óxido nítrico decrece de las concentraciones más bajas a las más altas, siendo de 0 

desde la concentración de 62.5 hasta 250g/mL, sin embargo, la concentración 

observada no supera los 3g/ml (Fig. 58). 
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Fig. 54. Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cruda (T1) 

sobre la inhibición del crecimiento en la proliferación de macrófagos 

peritoneales y producción de nitritos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x106 cel/ml en medio AIM-

V.Posteriormente se añadieron 100l/pozo de esta suspensión y se llevaron a 

incubación por 2h a 37ºC y 5% CO2. Las células que no se adhieren se remueven, la 

placa se lava con 100l del medio. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del 

extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 

125 y 250g/ml y se incubaron las placas por 72h a 37ºC y 5% de CO2. De la 

suspensión se toman 50l para la determinación del la inhibición y se añaden 

20l/pozo de MTT (5mg/ml) y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente 

después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se 

incuban por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades ópticas se leen a 540nm en un 

lector de microplacas. Por otro lado para la determinación de nitritos, se toman 50l 

que se depositaron en otra placa se agreganReactivo de Griess B, se incuba a T=amb 

y en oscuridad por 10 min; se agregan 50l de Reactivo de Griess A, se incuba por 

10 min en la oscuridad y se lee la densidad óptica a 570nm. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 

 



 141 

3.9 7.8 15.6 31.25 62.5 125 250

20

25

30

35

40

*

**

**

****
**

**

**

**

**

**

Extracto acuoso T2 Ebenopsis ebano (g/mL)

%
 In

hi
bi

ci
ón

 d
e 

C
re

ci
m

ie
nt

o

 B

5

6

7

8a
N

itritos (nm
ol/pozo)

 D

 

3.9 7.8 15.6 31.25 62.5 125 250

-5

0

5

10

15

20

25

Extracto metanólico T2 Ebenopsis ebano (g/mL)

%
 In

hi
bi

ci
ón

 d
e 

C
re

ci
m

ie
nt

o

 B

0

1

2

3

4

b

**

**

**

**

N
itritos (nm

ol/pozo)

 D

 
Fig. 54 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla tierna cocida (T2) 

sobre la inhibición del crecimiento en la proliferación de macrófagos 

peritoneales y producción de nitritos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x106 cel/ml en medio AIM-

V.Posteriormente se añadieron 100l/pozo de esta suspensión y se llevaron a 

incubación por 2h a 37ºC y 5% CO2. Las células que no se adhieren se remueven, la 

placa se lava con 100l del medio. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del 

extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 

125 y 250g/ml y se incubaron las placas por 72h a 37ºC y 5% de CO2. De la 

suspensión se toman 50l para la determinación del la inhibición y se añaden 

20l/pozo de MTT (5mg/ml) y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente 

después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se 

incuban por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades ópticas se leen a 540nm en un 

lector de microplacas. Por otro lado para la determinación de nitritos, se toman 50l 

que se depositaron en otra placa se agreganReactivo de Griess B, se incuba a T=amb 

y en oscuridad por 10 min; se agregan 50l de Reactivo de Griess A, se incuba por 

10 min en la oscuridad y se lee la densidad óptica a 570nm. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 54 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura cruda (T3) 

sobre la inhibición del crecimiento en la proliferación de macrófagos 

peritoneales y producción de nitritos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x106 cel/ml en medio AIM-

V.Posteriormente se añadieron 100l/pozo de esta suspensión y se llevaron a 

incubación por 2h a 37ºC y 5% CO2. Las células que no se adhieren se remueven, la 

placa se lava con 100l del medio. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del 

extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 

125 y 250g/ml y se incubaron las placas por 72h a 37ºC y 5% de CO2. De la 

suspensión se toman 50l para la determinación del la inhibición y se añaden 

20l/pozo de MTT (5mg/ml) y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente 

después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se 

incuban por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades ópticas se leen a 540nm en un 

lector de microplacas. Por otro lado para la determinación de nitritos, se toman 50l 

que se depositaron en otra placa se agreganReactivo de Griess B, se incuba a T=amb 

y en oscuridad por 10 min; se agregan 50l de Reactivo de Griess A, se incuba por 

10 min en la oscuridad y se lee la densidad óptica a 570nm. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 54 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

(T4) sobre la inhibición del crecimiento en la proliferación de macrófagos 

peritoneales y producción de nitritos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x106 cel/ml en medio AIM-

V.Posteriormente se añadieron 100l/pozo de esta suspensión y se llevaron a 

incubación por 2h a 37ºC y 5% CO2. Las células que no se adhieren se remueven, la 

placa se lava con 100l del medio. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del 

extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 

125 y 250g/ml y se incubaron las placas por 72h a 37ºC y 5% de CO2. De la 

suspensión se toman 50l para la determinación del la inhibición y se añaden 

20l/pozo de MTT (5mg/ml) y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente 

después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se 

incuban por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades ópticas se leen a 540nm en un 

lector de microplacas. Por otro lado para la determinación de nitritos, se toman 50l 

que se depositaron en otra placa se agreganReactivo de Griess B, se incuba a T=amb 

y en oscuridad por 10 min; se agregan 50l de Reactivo de Griess A, se incuba por 

10 min en la oscuridad y se lee la densidad óptica a 570nm. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 54 Efecto del extracto acuoso y metanólico de la semilla madura tostada 

comercial (T5) sobre la inhibición del crecimiento en la proliferación de 

macrófagos peritoneales y producción de nitritos. 
Las células se ajustaron a una concentración de 1x106 cel/ml en medio AIM-

V.Posteriormente se añadieron 100l/pozo de esta suspensión y se llevaron a 

incubación por 2h a 37ºC y 5% CO2. Las células que no se adhieren se remueven, la 

placa se lava con 100l del medio. Posteriormente se añadieron 100l/pozo del 

extracto acuoso (a) o metanólico (b) a concentraciones de 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 

125 y 250g/ml y se incubaron las placas por 72h a 37ºC y 5% de CO2. De la 

suspensión se toman 50l para la determinación del la inhibición y se añaden 

20l/pozo de MTT (5mg/ml) y se incubaron 4 hora adicionales. Inmediatamente 

después se agregaron 80l/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se 

incuban por 16h a 37ºC y 5% de CO2. Las densidades ópticas se leen a 540nm en un 

lector de microplacas. Por otro lado para la determinación de nitritos, se toman 50l 

que se depositaron en otra placa se agreganReactivo de Griess B, se incuba a T=amb 

y en oscuridad por 10 min; se agregan 50l de Reactivo de Griess A, se incuba por 

10 min en la oscuridad y se lee la densidad óptica a 570nm. Los datos representan la 

media + el error estándar de 3 repeticiones por tratamiento de 3 experimentos 

independientes. * p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar. 
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Fig. 59. Efecto del vehículo metanólico sobre el crecimiento de macrófagos 

peritoneales 
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7. DISCUSIÓN 

 

     Las plantas a lo largo del tiempo han sido utilizadas por el hombre para satisfacer 

sus necesidades tanto de nutrimentos como para mantener la salud ya que se ha 

comprobado que pueden aportar tanto nutrimentos como fitonutrientes los cuales 

pueden ser utilizados por el hombre para mantener la salud. En la actualidad existen 

un sinnúmero de reportes de investigación que demuestran la presencia de todo ese 

tipo de compuestos en los diferentes alimentos los cuales han sido utilizados en la 

agricultura, industria farmacéutica y de alimentos, sin embargo, el consumo de estas, 

especialmente las leguminosas puede ser directamente de la misma planta o bien, 

extraer los compuestos para darles la aplicación adecuada. 

 

     Las plantas se han empleado con fines curativos desde hace varios miles de años. 

Recientemente la utilización de la medicina tradicional ha sido reconocida por la 

Organización Mundial de la Salud como una alternativa económicamente viable para 

poblaciones de países en desarrollo. Es necesario el estudio científico del potencial 

farmacológico de los extractos vegetales utilizados en la medicina popular y más 

importante aún valorar su inocuidad (Suárez et al., 1996).  
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7.1 Análisis proximal 

 

     La información sobre el contenido de nutrimentos de los alimentos representa 

gran importancia, ya sea por la necesidad de  contar con datos actualizados sobre el 

contenido de dichos nutrimentos de productos regionales ya sea por su volumen o 

consumo o por las diversas aplicaciones tales como la evaluación nutricional de la 

población, planificación de dietas, elaboración de productos u otras actividades 

relacionadas. (Maldonado y Samman, 2000). 

 

     De acuerdo a los resultados del contenido de macronutrimentos en los diferentes 

tratamientos de las semillas de Ebenopsis ebano se observa la presencia de los que 

aportan energía al organismo: proteínas, grasas y carbohidratos, sin embargo, se 

observa que el contenido de éstos es diferente estadísticamente (p<0.05) en los 

tratamientos aplicados. Al comparar el contenido de proteína de la maguacata con la 

soya, leguminosa que presenta los contenidos más altos (comparado con otras 

leguminosas) se observa que la semilla tierna cruda contiene 68.19%, un valor 

superior al de la soya que contiene alrededor del 46%, este valor similar al de la 

semilla tierna cocida; en al caso de las semillas maduras los valores de 35.91 a 37.28 

son superiores a los de los frijoles cuyo contenido varía de 18 a 22%, por lo que este 

alimento puede ser una buena fuente de proteínas, aunque la recomendación es que 

sea consumida con cereales para complementar las deficiencias de ambos grupos de 

alimentos (Maldonado y Samman, 2000; Prada et al., 2005). 
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     Con relación al contenido de grasa se observa que la diferencia entre las semillas 

tiernas y maduras es importante, presentando el valor más alto las semillas maduras, 

sin embargo, estadísticamente los cuatro tratamientos son diferentes (p<0.05). Las 

leguminosas no se consideran fuentes importantes de grasa como se muestra en el 

presente estudio Prada et al., (2005).  Existe un tipo de frijol llamado frijol alado 

para el que se reportan valores de grasa del 16%, observándose una disminución en 

el contenido de carbohidratos (León et al., 1993).  

      

     El contenido de carbohidratos se observa en un 30%  más bajo del T1 con 

relación a los otros tres tratamientos analizados, sin embargo, el contenido de 

carbohidratos en general para las leguminosas es alto, este dato no coincide con lo 

reportado en la literatura ya que para este alimento se observaron valores bajos, esto 

es debido a la distribución de los componentes en general (Prada et al., 2005).  

 

     Con relación al contenido de fibra dietética se observan niveles importantes de 

este componente, el cual, aunque no es utilizado por el organismo para proporcionar 

energía si tiene una función importante ya que ayuda a incrementar el paso de los 

alimentos a través del tracto gastrointestinal y esto mejora la digestión. 

 

     Por otro lado, se observa en todos los tratamientos y estados de madurez la 

presencia de fibra dietética, esto es importante desde el punto de vista funcional en el 

organismo ya que este componente de los alimentos ayudan a que el paso de los 

alimentos por el tracto digestivo sea más rápido y así evitar problemas de digestión, 

así como disminución enfermedades que en la actualidad han sido denominadas 

"enfermedades de la civilización" tales como de la presión arterial, reducción del 
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riesgo de cáncer colorrectal, efecto hipocolesterolémico, menor riesgo de enfermedad 

cardiovascular y un mejor control de la diabetes mellitus tipo II evitando la aparición 

de problemas crónico degenerativos, los cuales en la actualidad representan graves 

problemas para el sector salud (Sáenz et al., 2002; Cabrera y Cárdenas, 2006). 

 

7.2  Contenido de compuestos polifenólicos. 

 

     Los compuestos polifenólicos son uno de los grupos más grandes de compuestos 

más ampliamente distribuidos en el reino vegetal con más de 8000 estructuras 

conocidas. A estos compuestos se les han atribuido efectos antioxidantes, 

quimiopreventivos, antibiótico, antimutagénica, antiinflamatoria probados en 

modelos con animales, además estos compuestos aportan a los alimentos 

características organolépticas (deseables e indeseables) que definen en gran medida 

su estilo como: color, astringencia y amargor (Mazza, et al 1999; Carando et al., 

1999; Kaur y Kapoor, 2001; Vila et al., 2005).  

 

     Las leguminosas además de contener los principales macronutrimentos como se 

describe en el párrafo anterior, también contienen compuestos bioactivos, los cuales 

se han relacionado con la prevención de enfermedades crónicas no trasmisibles entre 

los que se encuentran además de la fibra dietética, saponinas, isoflavonas (Dávila et 

al., 2003; Prada et al., 2005).  

 

     El contenido de compuestos polifenólicos es afectado por el grado de madurez, al 

momento de la cosecha, diferencias genéticas, condiciones ambientales de la 
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precosecha, condiciones de almacenamiento y procesado después de la cosecha, o 

época del año, pero no por las prácticas de cultivo (Tabart et al., 2006). 

 

     El contenido de compuestos polifenólicos fue determinado por diferentes métodos 

y en todos los casos se observa la presencia de este tipo de componentes, cada uno de 

los diferentes métodos evalúa diferentes tipos de compuestos, aunque todos son 

sustancias que forman parte de este grupo de compuestos. En el caso del contenido 

de polifenoles totales se expresan en general como ácido ferúlico. Al evaluar el 

extracto crudo acuoso se observa el mayor contenido para la semilla tierna cocida 

(T2), esto puede ser debido a que el cocimiento de la semilla en agua implica que 

pueda haber disolución de los compuestos y que migren de la vaina y la testa a los 

cotiledones provocando una concentración más alta en los mismos. El contenido de 

polifenoles de las semillas maduras tostadas comerciales (T5) es similar 

estadísticamente a las semillas maduras tostadas (T4) (p<0.05), y estos tratamientos 

presentan el contenido de polifenoles más alto que las semillas tiernas crudas 

(igualadas estadísticamente a las semillas maduras crudas (T3) y maduras tostadas 

(T4) (p<0.05 (estos tres tratamientos son estadísticamente iguales (p<0.05)), 

presentando el contenido más bajo. Este mismo comportamiento se observa para los 

extractos crudos metanólicos, aunque el contenido de polifenoles en la semilla 

madura tostada comercial es estadísticamente diferente a la semilla madura tostada 

(p<0.05). 

 

     Al evaluar el grado de polimerización de los compuestos polifenólicos el cual 

establece cuatro grupos de compuestos (derivados del ácido benzoico, expresados 
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como ácido gálico; derivados de ésteres tartáricos, expresados como ácido benzoico; 

derivados de flavonoides, expresados como quercetina y como cuarto grupo los 

derivados de antocianinas, expresados como malvidin-3-glucósido) (Cabrita et al., 

2003). En los extractos crudos acuosos de las semillas maduras tostadas comerciales 

(T5), estas presentan el mayor contenido de ácido ferúlico, ácido cafeico y quercetina 

esto puede ser debido a que en la preparación de este tratamiento las semillas son 

expuestas a altas temperaturas por tiempos prolongados y los compuestos químicos 

sufren transformaciones los cuales absorben a la longitud de onda que son evaluados 

y esto provocar un incremento en su concentración. En ninguno de los tratamientos 

(T1 a T5) de detectan compuestos derivados de los flavonoides, estos principalmente 

son los que imparten colores obscuros a los alimentos y plantas, por lo que es factible 

que estos no hayan sido detectados por el método que se evaluaron ya que las 

semillas en su estado tierno presentan colores claros y en el estado maduro la parte 

de la semilla que presenta este tipo de colores es la vaina y la testa, aunque estas 

partes de la planta no fueron evaluadas. Al comparar el tipo de compuesto que 

predomina en los diferentes tratamientos se observa que predominan los derivados 

del ácido cafeíco con relación al ácido ferúlico y a la quercetina. 

 

     En los extractos crudos metanólicos se observa el mismo comportamiento con 

relación al contenido de polifenoles y a la distribución de los compuestos en los 

tratamientos, sin embargo, el contenido es menor en los extractos metanólicos con 

respecto a los extractos acuosos, esto se puede deber a que tanto el agua como el 

metanol son compuestos polares y los compuestos polifenólicos por su estructura 

química son solubles en este tipo de solventes. 
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     Por otro lado de acuerdo a la literatura se menciona que la testa (hollejo) es más 

rico con respecto a la pulpa en minerales, polifenoles, aromas y compuestos 

enzimáticos (Disegna et al., 2003). 

 

     No es posible evaluar con precisión la ingesta de polifenoles a través de la dieta, 

ya que se carece de datos suficientes y fiables sobre su contenido en alimentos. Tanto 

la cantidad como la proporción de los diferentes polifenoles ingeridos van a variar 

ampliamente, según el tipo de alimentos consumidos en función de los hábitos 

dietéticos y sus preferencias (Santos, 2001). Los beneficios atribuidos a las 

isoflavonas pueden igualmente ser proporcionados por una ingesta apropiada de 

leguminosas como parte de una dieta balanceada. (Dávila et al., 2003). La catequina  

es un potente antioxidante, que además activa la termogénesis e inhibe el crecimiento 

de la flora bacteriana oral que favorece la lesión del esmalte, las caries y la halitosis 

(Poveda, 2005).  

 

     Frecuentemente la investigación de los productos naturales se orienta a la 

búsqueda de una sola actividad biológica específica lo que no permite identificar 

otras posibles actividades de importancia. Es necesario someter a los extractos de 

plantas medicinales a un ensayo general inicial donde sea posible identificar el 

verdadero potencial biológico de los mismos. El ensayo hipocrático es una de éstas 

pruebas iniciales a las que se deben de someter los extractos crudos de plantas. Este 

permite detectar actividades biológicas que pueden ser muy diversas, da información 

toxicológica inicial, orienta sobre qué otras pruebas biológicas se deben de efectuar 

con el extracto y guía el fraccionamiento químico del extracto según la actividad 

biológica de las fracciones (Suárez et al., 1996).  
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Actividad antioxidante 

 

     La búsqueda de sustancias con actividad antioxidante en el reino vegetal ha 

tomado diferentes caminos: por un lado es encontrar fuentes para ser usados como 

aditivos alimentarios que puedan reemplazar parcial o totalmente a los sintéticos 

como el BHA o BHT. Por otro lado productos que signifiquen un aporte en el 

tratamiento y prevención de patologías ligadas a la oxidación de moléculas 

biológicas. Tras la actividad de un extracto vegetal existe una serie de principios 

activos (Pastene et al., 2001; Jirovetz et al., 2006).  

 

     Para evaluar la actividad antioxidante se prepararon extractos acuosos y 

metanólicos a partir de los cinco tratamientos de las semillas tiernas y maduras (T1 a 

T5). En los extractos acuosos se observa una mayor actividad antioxidante en la 

semilla tierna cocida (T2) comparada con los otros extractos y contra dos 

compuestos que se utilizan comercialmente en el caso de alimentos que fueron el 

BHA y n-propil galato. Para el BHA se observa mayor actividad del T2 ya que se 

tuvo que utilizar una mayor cantidad del compuesto para obtener una actividad 

equivalente a la del extracto, sin embargo, en el caso del n-propil galato este presenta 

una mayor actividad comparado con el T2 ya que se utilizó una menor cantidad del 

compuesto para obtener resultados similares. El efecto del T2 puede ser debido a que 

en la preparación de este tratamiento el cocimiento se lleva a cabo en agua hirviendo 

y se coloca la semilla completa con vaina y testa, esto puede provocar que los 

compuestos migren hacia los cotiledones ya que son compuestos solubles en agua 

aumentando así la actividad. 
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     Para los extractos metanólicos se observan resultados similares que para los 

extractos acuosos, solo que en este caso la actividad antioxidante es mayor, esto 

puede ser debido al tipo de compuestos que se encuentran presentes en cada uno de 

los diferentes extractos. 

 

     Se ha reportado que el aceite esencial de las hojas de clavo  (Eugenia 

caryophyllus) presentan una actividad antioxidante mayor que eugenol, BHA y BHT 

(Jirovetz et al., 2006).  

 

7.4  Actividad antibiótico 

 

     En la actualidad el uso indiscriminado de antibióticos ha permitido que los 

microorganismos desarrollen resistencia a los mismos, principalmente bacterias, 

(Russell, 2002)  por lo que ha sido necesario recurrir a las plantas para utilizarlas 

como alternativa en el tratamiento de las enfermedades infecciosas y provocar menor 

cantidad de efectos secundarios en los pacientes, aunque su uso está limitado en 

programas de salud debido a su baja actividad y usualmente son clasificados como 

antimicrobiales aquellos que su Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se 

encuentra en el rango de 100 a 1000 µg/mL, aunque una CMI típica de antibióticos 

contra bacterias y hongos se encuentran en el rango de 0.01 a 1000 µg/mL, Tegos et 

al. (2002), este hecho es importante para los resultados obtenidos en el presente 

estudio. 
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     El aislamiento y evaluación de agentes antimicrobianos de plantas, 

particularmente de  las semillas de Ebenopsis ebano, puede permitir descubrir 

antibióticos naturales para los cuales bacterias y otros microorganismos pueden ser 

susceptibles. Las plantas han sido utilizadas en la medicina tradicional ya que 

contienen compuestos útiles para el tratamiento de enfermedades crónicas e 

infecciosas (Diallo et al., 1999). De los compuestos presentes tales como alcaloides, 

flavonoides, taninos y compuestos polifenólicos, entre otros Edeoga et al. (2005). 

Los compuestos polifenólicos han sido reconocidos por ser efectivos contra virus, 

bacterias y hongos (Cowan, 1999; Murphy, 1999; Marangoni et al., 1988). Estos 

compuestos además han demostrado presentar propiedades antioxidantes, 

antiinflamatorias y antitumorales (D'Alessandro et al., 2003; Kim y Lee, 2004; Arts 

y Hollman,  2005; Lambert et al., 2005). 

 

     En este estudio,  se encuentran presentes diferentes niveles de ácido gálico, ácido 

cafeico y quercetina, tanto en los extractos acuosos como metanólicos de las semillas 

de Ebenopsis ebano, los cuales, varían en su contenido dentro de los diferentes 

tratamientos (T1 a T5); sin embargo, los compuestos polifenólicos muestran cambios 

estadísticamente significantivos (p<0.05) en los valores de los mismos con los grados 

de madurez de las semillas. Las semillas maduras tostadas comerciales (T5) se 

observa que presentan el mayor contenido de compuestos polifenólicos (Tablas 4 y 

5), esto puede ser debido  a una variedad de factores indeterminados, entre los que se 

puede mencionar el proceso de tostado. Sin embargo, los niveles de polifenoles que 

se observan en los diferentes grados de madurez y tratamientos de las semillas no 

están relacionados con la actividad antibiótico de los microorganismos probados; 
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esto es mostrado por una reducción en la actividad antibiótico encontrada en los 

extractos acuosos comparada con los extractos metanólicos, sin embargo,  los 

compuestos polifenólicos son más solubles en agua que en metanol. Esta actividad 

sugiere que pueden estar involucrados otro tipo de compuestos diferentes a los 

compuestos poliefenólicos de los cuales la actividad es independiente del grado de 

madurez de la semilla. 

 

 Actividad antitumoral e inmunoreguladora 

 

     La búsqueda de compuestos naturales con actividad antineoplásica es una de las 

prioridades actuales en la lucha contra el cáncer, en todos los países del mundo. El 

creciente empleo de la medicina verde en la prevención y cura de diferentes 

enfermedades ha llevado a la evaluación antitumoral de nuevos extractos de plantas, 

principalmente pertenecientes a la flora autóctona de cada país. Las plantas presentan 

una composición muy variada en su estructura y de ellas son diversos los compuestos 

activos que manifiestan efecto antitumoral. Por estas razones la búsqueda de agentes 

antitumorales a partir de plantas continúa siendo una tarea de interés en la obtención 

de mecanismos novedosos de actividad antitumoral. En los últimos años se ha 

generado una intensa búsqueda de nuevos agentes antitumorales de diversas fuentes 

de origen, entre ellas, de la flora autóctona. Las plantas han sido fuente de 

medicamentos de amplio uso en la quimioterapia del cáncer (Colom et al., 2005).  
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     Estudios realizados con Calendula officinalis de la familia Asteraceae mostraron 

actividad citotóxica y antitumoral e inmunomoduladora, mismas que fueron 

detectadas para Ebenopsis ebano (Jiménez-Medina et al., 2006). Un nuevo extracto 

de la planta Calendula officinalis produce in vitro un efecto dual: actividad citotóxica 

antitumoral y activación de linfocitos (Jiménez-Medina et al., 2006). 

 

     Las cumarinas y otros compuestos relacionados presentan actividades biológicas 

de importancia terapéutica, entre las cuales destaca su efecto antitumoral para las 

cuales se utilizaron concentraciones inferiores a las del presente estudio reportando 

actividad antitumoral, sin embargo la sensibilidad entre las distintas líneas celulares 

fue dependiente de la concentración y el tiempo de exposición (López et al., 1998).   

 

     Estudios realizados en Spirulina (Arthrospira) mostraron que presentan 

actividades biológicas entre ellas antitumoral.  Para probar el efecto antitumoral la 

spirulina fue administrada directamente en ratones en concentraciones de 250, 500 y 

1000 mg/kg por vía oral, presentando una tendencia a una mayor supervivencia, 

hecho que fue significativo a la dosis superior (Chamorro et al., 2002).  

 

     Los macrófagos juegan un papel central en la modulación de la inmunidad 

humoral y celular en contra de enfermedades infecciosas y del cáncer. Las funciones 

inmunomoduladoras del macrófago dependen de su activación por señales de 

sensibilización, provistas principalmente por citocinas, tales como el interferón-

gamma (IFN-γ) y por señales de activación como el lipopolisacárido (LPS). Los 

macrófagos activados producen mediadores de citotoxicidad, tales como el óxido 

nítrico y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α), los cuales protegen al organismo 
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en contra del desarrollo de infecciones y tumores. Por su parte, los linfocitos T 

responden al reto antigénico, mediante la proliferación y expansión de las clonas de 

linfocitos específicos de antígeno, para amplificar las respuestas inmunes. Se puede 

estudiar la actividad funcional de las células T mediante el uso de mitógenos 

policlonales como la concanavalina A (Con A) y la fitohemaglutinina (PHA), los 

cuales se unen a ciertos residuos de azúcares presentes en las glucoproteínas de 

superficie en estas células, incluyendo el receptor de antígenos de las células T y la 

proteína CD3, estimulando la respuesta proliferativa de los linfocitos T (Tamez-

Guerra et al., 2001). 

 

     Para los extractos acuosos y metanólicos de las semillas de Ebenopsis ebano se 

observa que presentan inhibición del crecimiento contra las células tumorales 

(L5178Y-R), sin embargo, también se observa que presentan inhibición del 

crecimiento contra células normales de timo y bazo.  

 

     Al comparar el efecto de los extractos acuosos (T1 a T5) sobre las células de la 

línea tumoral y los linfocitos de timo y bazo estadísticamente se observa una 

diferencia entre las células tumorales y timo y bazo, sin embargo, en las células 

maduras (T3 a T5) la inhibición del crecimiento se observa más marcado sobre las 

células tumorales que sobre las células sanas de timo y bazo. En el caso de T5 la 

diferencia entre el efecto de la inhibición del crecimiento entre las células tumorales 

y las células sanas es mayor y al relacionar este comportamiento con el contenido de 

compuestos polifenólicos del extracto acuoso se observa que para este tratamiento el 

contenido de ácido ferúlico, ácido cafeico y quercetina es mayor comparado con los 

otros tratamientos, por lo que la inhibición puede ser debida a la presencia de estos 
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compuestos. Para T1 este comportamiento no se observa muy definida la inhibición, 

inclusive la inhibición es mayor para las células sanas que para las tumorales. 

 

     En el caso de los extractos metanólicos el comportamiento de los extractos T1 a 

T5 no presenta una regularidad en el efecto de la inhibición del crecimiento 

estadísticamente, ya que para un mismo tratamiento a diferentes concentraciones 

para algunos casos la inhibición es mayor para las células tumorales y en otros casos 

para las células sanas de timo y bazo.   

 

     Con relación al efecto de los extractos acuosos de las semillas de Ebenopsis 

ebano (T1 a T5) se observa que estos presentan inhibición del crecimiento en los 

tratamientos T1 a T4, mientras que en el caso del T5 se observa proliferación de las 

células, esto puede ser debido a la presencia de cierto tipo de compuestos que se 

generan durante el tostado de las semillas. 

 

      En los extractos metanólicos a diferencia de los extractos acuosos solo se observa 

inhibición del crecimiento a las concentraciones de 62.5, 125 y 250 g/mL, mientras 

que a las concentraciones de 3.9 a 31.2 g/mL se observa proliferación de las células 

para todos los tratamientos. 

 

     Para nuestro reconocimiento, este es el primer reporte que muestra que los 

extractos crudos de la semilla de Ebenopsis ebano inhibe el crecimiento de bacterias 

y levaduras. Existe un gran número de plantas para ser evaluadas a nivel molecular, 

celular y fisiológico por su potencial para el tratamiento de las enfermedades 

humanas. Este estudio permite realizar futuros estudios  para evaluar y caracterizar 
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los compuestos activos de los extractos de las semillas de Ebenopsis ebano in vivo e 

in vitro que puedan presentar diferentes actividades biológicas. 
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8. CONCLUSIONES 

 

     El consumo de leguminosas representa una fuente de alimentación importante 

dado su bajo costo, además de ser la fuente más importante de energía, así como 

fuente de proteínas. La semilla tierna cocida contiene 48.47% de proteína, un valor 

alto y comparable al de la soya. 

 

     La semilla tierna cocida es la que presenta un mayor contenido de ácido ferúlico 

expresado en g/L comparada con los otros tratamientos que se probaron tanto en los 

extractos acuosos como metanólicos, observándose la misma proporción de 

compuestos en ambos extractos en los tratamientos. 

 

     Los compuestos evaluados de acuerdo al grado de polimerización en ambos 

extractos se expresan divididos en cuatro grupos: a) derivados del ácido benzoico 

(ácido gálico), b) derivados de ésteres tartáricos (ácido cafeico), c) derivados de 

flavonoides (quercetina) y d) derivados de antocianinas (malvidin-3-glucósido). Se 

observa que tanto en los extractos acuosos como los metanólicos si se comparan 

como grupos de compuestos los que predominan son los derivados de los ésteres 

tartáricos, no observándose la presencia de los derivados de las antocianinas en 

ninguno de los dos casos.  
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     Al comparar el contenido de compuestos entre tratamientos, se observa que en la 

semilla madura tostada comercial es donde se presenta un mayor contenido de los 

diferentes compuestos polifenólicos, no observándose una regularidad de la 

distribución de los compuestos en los otros tratamientos, para los diferentes 

compuestos. 

 

     Se observa que tanto los extractos acuosos como los metanólicos crudos de los 

diferentes tratamientos de la semilla de Ebenopsis ebano, presentan actividad 

antioxidante; sin embargo, ésta es mayor en el caso de las semillas tiernas cocidas y 

comparable con la del BHA, el cual es un antioxidante que se utiliza comercialmente. 

Al comparar los diferentes extractos acuosos entre sí se observa la mayor actividad 

antioxidante además de la semilla tierna cocida, la semilla tierna y madura cruda 

presentan los valores mayores, no así para los tratamientos de la semilla madura. En 

el caso de los tratamientos acuosos no se observa regularidad en los valores de la 

actividad antioxidante, y tiende a ser hasta en un 30% menor comparada con el BHA 

para la semilla tierna cruda y la semilla madura tostada comercial. 

 

     En lo que respecta a la actividad antibiótico contra E. coli, Salmonella y C. 

albicans para los extractos acuosos, se observa que presenta mayor actividad la 

semilla madura tostada comercial contra E. coli y Salmonella, seguido de los 

tratamientos de la semilla madura, tanto cruda como tostada, observándose los 

valores más bajos para las semillas tiernas. En los extractos acuosos, 

estadísticamente no se observa actividad contra C. albicans. En el caso de los 

extractos metanólicos la mayor actividad se presenta contra C. albicans, muy similar 

entre todos los tratamientos, seguida esta actividad contra E. coli y en más bajo 
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porcentaje contra Salmonella. Relacionando el contenido de compuestos 

polifenólicos de los  extractos crudos, tanto acuosos como metanólicos con la 

actividad antibiótico se observa relación entre la semilla madura comercial y la 

actividad contra los tres microorganismos probados, no así, para los demás 

tratamientos ya que no se observa regularidad en el contenido de polifenoles y la 

actividad antibiótico. 

 

     Al evaluar la actividad antitumoral e inmunorreguladora en los diferentes 

extractos acuosos y metanólicos contra las células tumorales, linfocitos de timo, bazo 

y macrófagos peritoneales, se observa que para los extractos acuosos la inhibición 

del crecimiento se presenta más marcada contra las células tumorales que contra las 

células sanas de timo y bazo en el caso de las semillas maduras comerciales, este 

mismo  comportamiento se observa para los demás tratamientos, excepto para las 

semillas tiernas crudas, donde la inhibición es mayor para las células sanas, además, 

para los diferentes tratamientos de las semillas se presenta la proliferación de 

macrófagos peritoneales, así como la producción de óxido nítrico, excepto para el 

tratamiento de la semilla madura tostada comercial. En el caso de los extractos 

metanólicos, el comportamiento de los extractos frente a las células es diferente con 

relación a los extractos acuosos, ya que se observa mayor inhibición del crecimiento 

frente a las células sanas que contra las células tumorales probadas. En el caso de los 

extractos metanólicos contra los macrófagos peritoneales a las concentraciones más 

altas probados de los extractos se presenta un aumento en la inhibición del 

crecimiento de los macrófagos, no observándose así la producción de óxido nítrico. 
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APÉNDICE A. Diagrama de Flujo 

 

 
Semilla de Ébano 

T5* T3 

Madura sin testa  

Cruda 

T4 

Madura con testa  

Tostada (T=80-90°C 

por 10min) 

Separar testa 

Semilla de Ébano 

T1 

Tierna sin vaina 

y sin testa 

T2 

Tierna con testa 

y con vaina  

Cruda Cocida (T=eb, P=atm, 

por 30 min) 

Separar vaina 

Liofilizar y/o congelar 

Molienda 

Extracción 

Pruebas Químicas y Biológicas 

 *T5 Semilla Madura (Adquirida en el mercado local) 

T1, T2 = Tratamiento Semilla Tierna   

T3, T4= Tratamiento Semilla Madura 
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APENDICE B: Figuras comparativas para cada tratamiento (T1 a T5) y 

extractos (acuoso y metanólico)  entre  microorganismos. 
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Fig. 61. Efecto de los extractos crudos T1 sobre el crecimiento de E. coli, Salmonella 

y C. albicans  
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Fig. 62. Efecto de los extractos crudos T2 sobre el crecimiento de E. coli, Salmonella 

y C. albicans 
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Fig. 63. Efecto de los extractos crudos T3 sobre el crecimiento de E. coli, Salmonella 

y C. albicans 
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Fig. 64. Efecto de los extractos crudos T4 sobre el crecimiento de E. coli, Salmonella 

y C. albicans 
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Fig. 65. Efecto de los extractos crudos T5 sobre el crecimiento de E. coli, Salmonella 

y C. albicans 
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APENDICE C: Figuras comparativas para cada tratamiento (T1 a T5) y 

extractos (acuoso y metanólico)  entre  células 
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Fig. 66. Efecto de los extractos crudos T1 sobre el crecimiento de L. celular, 

linfocitos de timo y bazo 
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Fig. 67. Efecto de los extractos crudos T2 sobre el crecimiento de L. celular, 

linfocitos de timo y bazo 
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Fig. 68. Efecto de los extractos crudos T3 sobre el crecimiento de L. celular, 

linfocitos de timo y bazo 
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Fig. 69. Efecto de los extractos crudos T4 sobre el crecimiento de L. celular, 

linfocitos de timo y bazo 
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Fig. 70. Efecto de los extractos crudos T5 sobre el crecimiento de L. celular, 

linfocitos de timo y bazo 
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