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RESUMEN

El aumento en la produccion acuicola ha sido asociado con problemas ecoldgicos
y patoldgicos, este ultimo ha causado preocupacion en el sector acuicola; debido a que las
infecciones bacterianas pueden llegar a representar grandes pérdidas, el uso de antibi6ticos
se pretende reducir ya que muchos de estos tratamientos tienen grandes restricciones en
la produccion acuicola y su uso prolongado ocasiona resistencia bacteriana, dafios
ecologicos, y restriccion de las exportaciones. Una alternativa ecoldgica son los extractos
de plantas medicinales Salvia rosmarinus (Romero), Haematoxylum brasiletto (Palo de
Brasil) y Ocimum basilicum (Albahaca) para combatir microorganismos patégenos en el
sector acuicola, respetando las normas nacionales e internacionales para la produccién de
especies de interés en este sector. EI material vegetal que se utilizo es: S. rosmarinus, H.
brasiletto y O. basilicum, las bacterias utilizadas fueron: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Los extractos
metanolicos se obtuvieron mediante el método Soxhlet, se realiz6 una posterior
eliminacidn del solvente, a los extractos obtenidos se llevo a cabo su perfil fitoquimico y
se determind la actividad antimicrobiana por difusion en pozo. De los extractos que
presentan actividad significativa, se determind la concentracion minima inhibitoria por
microplaca y se realiz6 un fraccionamiento por cromatografia en capa fina (TLC), para
posteriormente realizar una autobiografia, lo que permitio identificar las posibles
moléculas bioactivas. Resultados: El extracto metandlico con mayor rendimiento fue palo
de Brasil con 28.7%, mientras que el de albahaca fue el menor con 21.7%. El perfil
fitoquimico mostr6 que los tres extractos presentan metabolitos similares con excepcion
de que palo de Brasil con cumarinas y la albahaca no presenta alcaloides. EIl extracto
metanolico con mayor actividad antimicrobiana es el de palo de Brasil con un CMI de 1.8
mg/mL, el cual se someti¢ al fraccionamiento en un sistema Cloroformo-Metanol [7:3] y
posterior a la bioautografia. La inhibicion del crecimiento de la bacteria se presento en la
fraccion con un Rf de 0.78. La fraccion de importancia fue sometida a pruebas
fitoquimicas en donde se observo la presencia de flavonoide, se puede inferir que se trata

posiblemente de quercetina debido al espectro UV-visy FTIR.
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ABSTRACT

The increase in aquaculture production has been associated with ecological and
pathological problems, with the latter causing concern in the aquaculture sector, as
bacterial infections can lead to significant losses. The use of antibiotics is intended to be
reduced, as many of these treatments have significant restrictions in aquaculture
production and their prolonged use causes bacterial resistance, ecological damage, and
restrictions on exports. An ecological alternative is the use of medicinal plant extracts
Salvia rosmarinus (Rosemary), Haematoxylum brasiletto (Brazilwood) and Ocimum
basilicum (Basil) to combat pathogenic microorganisms in the aquaculture sector,
respecting national and international regulations to produce species of interest in this
sector. The plant material used was S. rosmarinus, H. brasiletto and O. basilicum, and the
bacteria used were Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
and Salmonella typhimurium. Methanolic extracts were obtained by Soxhlet method,
solvent removal was carried out, and the obtained extracts underwent phytochemical
profiling and antimicrobial activity determination by well diffusion. Of the extracts that
show significant activity, the minimum inhibitory concentration was determined by
microplate and subjected to thin-layer chromatography (TLC) for subsequent
autobiography, which allowed the identification of possible bioactive molecules. Results:
The methanolic extract with the highest yield was Brazilwood with 28.7%, while basil
was the lowest with 21.7%. The phytochemical profile showed that the three extracts
present similar metabolites except that Brazilian Guaiacum contains coumarins and basil
does not contain alkaloids. The methanolic extract with the highest antimicrobial activity
is Brazilwood with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 1.8 mg/mL, which was
subjected to fractionation in a Chloroform-Methanol system [7:3] and subsequent
bioautography. The growth inhibition of the bacteria was observed in the fraction with a
retention factor (Rf) of 0.78. The fraction of interest was subjected to phytochemical tests,
where the presence of a flavonoid was observed, which can be inferred to be possibly

quercetin due to the UV-vis and FTIR spectra

X



1.- INTRODUCCION

El incremento de la produccion acuicola esta intimamente relacionado con la
problematica en el ambito ecoldgico y patologico siendo de mayor relevancia los
problemas patologicos en el sector acuicola. Hay diversas causas que ocasionan que los
peces se inmunodepriman tales como el aumento de produccidn, manejo inadecuado de
los peces, variaciones en las condiciones de produccion, inadecuada calidad de agua y
nutricion, estos factores incrementan la susceptibilidad a infecciones bacterianas (Garcia-
Pérez et al., 2021).

En la acuicultura las infecciones bacterianas pueden llegar a significar grandes
pérdidas, el uso de antibidticos como tratamiento ain es ampliamente utilizado, aunque
se esta intentando reducir su uso ya que muchos de estos antibidticos se han restringido
en la produccion acuicola debido a que ocasionan un incremento en la resistencia con el
uso prolongado, genera dafios en la ecoldgica, se limitan las exportaciones por remanentes
en los tejidos de los peces y afeccién a la salud humana (Karunasagar et al., 1994; Soto-
Rodriguez et al., 2008).

Por tal motivo se ha intensificado la busqueda de estrategias para combatir
infecciones ocasionadas por diversos microorganismos, dentro de las cuales se encuentran
las plantas medicinales debido a que hay reportes de investigaciones realizadas en el area
de salud humana y animal. Actualmente se ha incrementado la demanda de derivados de
plantas que permitan controlar el desarrollo de microorganismos patégenos, debido a que
las plantas producen metabolitos secundarios que impiden el desarrollo de los
microorganismos (Syahidah et al., 2015; Vatlak et al., 2014).

Dado lo anterior, se considera importante realizar este estudio para generar una
estrategia en la produccion acuicola y ecoldgica para ayudar a controlar la presencia de
patogenos. En esta investigacion se propone evaluar la actividad e identificar parcialmente
las moléculas activas en los extractos de S. rosmarinus (romero), H. brasiletto (Palo de

Brasil) y O. basilicum (Albahaca) sobre cepas patdgenas de importancia en acuicultura.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Importancia de la acuacultura

La acuicultura es importante por varias razones, en primer lugar, es uno de los
métodos mas eficientes y sostenibles a nivel mundial para producir proteinas de buena
calidad. Ademas, con el prondstico de que la poblacién mundial se incrementara en mas
de 2 mil millones de habitantes en el 2050, la acuacultura requiere cerrar la brecha entre
la oferta y la demanda a largo plazo, mientras hace todo lo posible para disminuir las

actividades de pesca silvestre (Nutreco Company, 2023).

La acuacultura ha experimentado un incremento significativo a nivel nacional y
mundial en las Gltimas décadas. A nivel global, la produccién acuicola continental, para
el afio 2020, fue de 54.4 millones de toneladas, representando un 44.4% de la produccién
acuicola total mundial (FAO, 2022b). En 2020, el 49% del consumo mundial de pescado
y mariscos se cultivd en lugar de capturarse, frente al 13% de 1990 y el 26% de 2000
(Mena, 2022).

En el afio 2020, la produccion global de acuicultura alcanzé las 122.6 millones de
toneladas, evidenciando un crecimiento de 6.7 millones de toneladas respecto al registro
de 115.9 millones de toneladas en 2018. En términos de valor econémico, se calcul6 que
la industria gener6 un total de 281,500 millones de ddlares estadounidenses en 2020, lo
que representa un aumento de 18,500 millones de USD en comparacion con los datos de
2018, y un incremento de 6,700 millones de USD en relacion con 2019.(FAO, 2022b).

En México, la acuacultura ha cobrado gran importancia en los ultimos 15 afios
debido a la derrama econdémica y permite mejorar la calidad de vida de las comunidades
por los empleos que genera. La produccion de peces en el pais increment6 de tres a 20
millones en los Gltimos 10 afios, especialmente en la produccion de especies de agua dulce
con un crecimiento anual de 14%. La acuicultura se lleva a cabo en mas de 250 granjas
distribuidas en 23 estados, siendo el principal Morelos con un total de 30 millones de

peces anuales (Fideicomiso de Riesgo Compartido, 2016; Hydro Environment, 2016).



2.2.- Bacterias de importancia en la produccion de tilapia

Como se ha mencionado anteriormente, la produccion de tilapia se ha
incrementado significativamente en los Gltimos afios, especialmente en paises como
México, sin embargo, el aumento de la produccion de tilapia también ha llevado a un
aumento en la prevalencia de enfermedades producidas por patégenos.

Las enfermedades bacterianas son importantes en la acuicultura de tilapia, ya que
pueden generar pérdidas de hasta el 100% del cultivo producido. Algunas bacterias
patogénicas de la tilapia se desarrollan a temperaturas de 20 a 30°C, y pueden ser
zoonoticas, es decir, también son peligrosas para los humanos, especialmente cuando

presentan lesiones en la piel y estdn inmunocomprometidos (Milthon, 2023b).

Un estudio realizado en Guatemala, reporta que las familias bacterianas de mayor
prevalencia son: Aeromonadaceae, Pseudomonadaceae, Pasteurellaceae, Aerococcaceae,
Comamonadaceae, Streptococcaceae, Alteromonadaceae y Enterobacteriaceae, las cuales
pueden llegar a presentar una mortalidad entre el 20% y 30%, y en algunos casos mas

graves hasta el 90% (Garcia-Pérez et al., 2021).

Las pérdidas en la produccion de tilapias por bacterias patdgenas representan un
riesgo para la sustentabilidad de este cultivo. EI Comite Estatal de Sanidad Acuicola de
Sinaloa (CESASIN) estima que existen pérdidas de 50% en el lote por mortalidad
causadas por infecciones bacterianas. De acuerdo con la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion la cifra llega a 3,000 toneladas de
produccion de tilapia, con un valor promedio de 54 millones de pesos (Soto-Rodriguez
et al., 2008).

En los sistemas acuicola las bacterias Gram negativas, en gran parte, son las que
ocasionan el sindrome de la septicemia hemorragica bacteriana, en cuanto a las bacterias
Gram positivas en su mayoria ocasionan infecciones granulomatosas (Garcia-Pérez et al.,
2021).

La estreptococosis se posiciona como uno de los principales desafios infecciosos
en la cria de tilapias (Oreochromis spp.), siendo catalogada como una enfermedad de gran

relevancia y que ha resurgido en la industria piscicola (Sandoval Mirafuentes, 2019). Esta
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enfermedad se considera como la de mayor impacto econémico en los centros acuicolas
de tilapia en el mundo, se estima que anualmente hay una derrama econdémica encima de
los 150 millones de ddlares asociado a esta bacteria a nivel mundial (Proaqua, 2021). La
estreptococosis puede ser causada por diferentes bacterias del género Streptococcus sp.,

en la cual esta incluida Staphylococcus aureus.

La Septicemia Hemorragica Bacteriana es provocado por bacterias del genero
Pseudomonas, la cual puede provocar pérdidas desde el 5% hasta el 100% en tilapias
cultivadas en agua dulce y salobre (Soto-Rodriguez, 2009). La gravedad de la infeccion
variara segun la salud inmunolégica de los peces. En situaciones extremas, las bacterias
pueden invadir varios Organos, interrumpiendo funciones vitales y eventualmente

causando la muerte. (Proaqua, 2021).

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patdgena que causa enfermedades
significativas en la tilapia, esta bacteria es responsable de pérdidas econdmicas
considerables en la acuacultura comercial (Thomas et al., 2014), aunque no se cuente con
un registro exacto en cuestion econémicas, se sabe que la mortalidad puede llegar hasta
un 90%.

En la produccion de tilapia, P. aeruginosa ha sido identificada como una de las
bacterias patdgenas que pueden afectar a esta especie. En un estudio realizado en Kenia,
se encontrd que P. aeruginosa fue el tercer patdgeno mas prevalente en tilapia, después

de Proteus spp. y Staphylococcus aureus (Mumbo et al., 2023).

Salmonella es una bacteria patdgena que puede afectar a la produccion de tilapia,
causando enfermedades y mortalidad en estos peces. A pesar de que la infeccién por
Salmonella puede manifestarse con pocos signos clinicos de enfermedad, los brotes en la
acuicultura comercial de tilapia pueden desencadenar una infeccion grave, llegando

incluso a ocasionar la muerte de hasta el 80% de los ejemplares afectados.(FAO, 2022a)

Un estudio realizado en Costa Rica encontro la presencia de Salmonella sp. en la
tilapia, lo que confirmé la contaminacion fecal de las aguas donde se cria la tilapia.
(Morales et al., 2004). Este hallazgo es relevante para la salud publica, ya que la presencia

de Salmonella en los alimentos puede causar enfermedades en los humanos.



En Malasia, se report6 que la prevalencia de E. coli y Salmonella sp. en tilapia era
del 44.5% y 0.6% respectivamente. En el agua de los estanques de tilapia, la presencia de

estas bacterias era del 100% y 15.7% respectivamente (Dewi et al., 2022).

Escherichia coli es una bacteria que puede ser patdgena para la tilapia, esta ha sido
aislada de tilapias aparentemente sanas, lo que sugiere que puede ser parte de la microflora
normal de estos peces. Sin embargo, también puede causar enfermedades, lo que puede

Ilevar a pérdidas econdmicas significativas en la acuicultura (Pié, 2021).

En México, se ha encontrado E. coli en tilapias y en el agua de los estanques donde
se crian. En un estudio realizado en Sinaloa, se encontro E. coli en 48 de las muestras
analizadas (Béez Flores et al., 2022). Aunque no se proporcionan datos especificos sobre
la mortalidad causada por E. coli, se sabe que las enfermedades bacterianas pueden causar

altas tasas de mortalidad en esta especie.

2.3.- Uso de antibiéticos en la acuicultura

El uso de antibidticos en granjas acuicolas es una préctica comdn para prevenir y
tratar enfermedades bacterianas en los organismos acuéticos cultivados. Los antibioticos
mas utilizados en la industria acuicola a nivel mundial incluyen tetraciclina,
oxitetraciclina, acido oxolinico, flumequina, sarafloxacina, enrofloxacina, amoxicilina,

eritromicina, sulfadimetoxina, ormetoprima y florfenicol (Milthon, 2023a)

En muchos paises desarrollados, como Estados Unidos, la Unién Europea, Canada
y Noruega, la mayoria de los antibiéticos aprobados pueden comprarse y utilizarse solo
por prescripcion y bajo la direccién de un profesional calificado. Sin embargo, el uso

excesivo de antibidticos es muy frecuente, especialmente en paises menos desarrollados.

El uso de antibioticos en la acuicultura presenta varios riesgos, uno de los mas
importantes es la generacion de resistencia a los antibidticos, que puede dificultar el
tratamiento de enfermedades bacterianas comunes en las granjas acuicola. Ademas, los
residuos de antibidticos pueden permanecer en el ambiente durante meses (FAADA,
2020)



La resistencia a los antimicrobianos es un problema creciente en la produccion
animal, incluyendo la acuicultura. El mal uso y el uso excesivo de antimicrobianos en la
produccidn agropecuaria esta acelerando este proceso (OMS, 2022). En muchos lugares,
los antibidticos son utilizados sin un uso apropiado en animales de produccion, y a
menudo se administran sin supervision profesional. Este uso indebido de los antibioticos
puede contribuir a la generacion de bacterias resistentes. La resistencia a los antibioticos
no solo dificulta el tratamiento de las enfermedades en los peces, sino que también puede
tener implicaciones para la salud humana, ya que las bacterias resistentes pueden

transferirse a los humanos a través del consumo de pescado contaminado.

En un estudio realizado en tilapias cultivadas en jaulas, se encontr6 que el 50% de
las 198 cepas de S. aureus aisladas eran resistentes a la meticilina (MRSA) (Hernandez
et al., 2018). En México, la resistencia de Staphylococcus aureus a la meticilina es alta,
con una frecuencia de cepas resistentes que oscila entre el 50% y el 85% (Miranda, 2011).
La presencia de bacterias resistentes a multiples farmacos en peces de cultivo es motivo

de preocupacién debido al riesgo de propagacion de resistencia a nivel mundial.

En la gestion de P. aeruginosa, la resistencia a los antibidticos esta incrementando,
ya que esta bacteria muestra resistencia intrinseca a multiples familias de antibiéticos y
tiene la capacidad de adquirir resistencia a practicamente cualquier antibidtico disponible.
(Diaz Santos et al., 2022). Por ejemplo, en Guatemala solo existen dos antibi6ticos
registrados para su uso en la produccion de tilapia: oxitetraciclina y florfenicol, sin

embargo, se ha observado resistencia a la oxitetraciclina (Garcia-Pérez et al., 2021).

En México, se encontrd que P. aeruginosa mostré altos indices de resistencia a
antibidticos como la ampicilina, ceftriaxona y cloranfenicol, con el 100% de los aislados
resistentes. Ademas, se observé que las bacterias eran multirresistentes, ya que resistieron

entre 8 y 11 compuestos distintos (Gutiérrez et al., 2017)

Un estudio en Cuba encontré que la Salmonella presentd resistencia a varios
antibidticos, incluyendo ceftazidima, cloranfenicol y tetraciclina (Puig Pefia et al., 2019).
Este patron de multirresistencia es preocupante, ya que limita las opciones de tratamiento

para las infecciones causadas por esta bacteria.



Escherichia coli puede adquirir resistencia a varios antibiéticos, lo que complica
su control en la acuicultura. Un estudio realizado en el noroeste de México encontro cepas
de E. coli resistentes a multiples farmacos, incluyendo aminoglucésidos, B-lactdmicos,

quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprima (Magafia-Lizarraga et al., 2022)

Para combatir la resistencia a los antibioticos, es necesario tomar medidas a nivel
global. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha emitido una alerta epidemiologica
global solicitando a los Estados Miembros que tomen medidas para prohibir el uso de
ciertos antimicrobianos como profilacticos y promotores del crecimiento en la cria de
animales (OMS, 2022).

Estos hallazgos sugieren que la presencia de bacterias patdgenas, tales como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella sp.
representan un desafio significativo para la produccion de tilapia tanto a nivel nacional

como mundial.

2.4.- Uso de plantas como alternativa verde

La resistencia a los antibidticos en la acuicultura es un problema creciente que ha
llevado a la busqueda de alternativas naturales para combatir las bacterias patogenas. El
uso de plantas medicinales en la acuicultura tiene una larga historia, aunque la
investigacién formal en este campo es relativamente reciente. Las plantas medicinales han
sido utilizadas por diversas culturas alrededor del mundo durante miles de afios, tanto para
consumo humano como animal. Sin embargo, ha habido poca investigacion sobre el uso
de plantas medicinales en la acuicultura y existen pocos remedios comerciales para su uso

en la acuicultura a gran escala.

Las plantas medicinales ofrecen una serie de beneficios para la salud, que incluyen
propiedades antibacterianas y antiflngicas, asi como la capacidad de equilibrar las
hormonas y apoyar los sistemas inmunolégico y digestivo. Se ha demostrado que las
plantas medicinales poseen efectos antibacterianos significativos, y se cree que
compuestos como los fenoles, polisacaridos, proteoglicanos y flavonoides desempefian un

papel crucial en la prevencion y control de las infecciones bacterianas. (Kolkovski, 2016).
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En la acuicultura, se ha demostrado que las plantas medicinales pueden tener
efectos antiestresantes, promotores del crecimiento, estimuladores del apetito, tonicos,
inmunopotenciadores y antimicrobianos (Pérez et al., 2014). El uso de estos extractos de
plantas en la acuicultura podria reducir la dependencia de los antibiéticos, disminuyendo
asi la presion selectiva que conduce a la resistencia a los antibioticos. Ademas, los
extractos de plantas pueden tener menos efectos secundarios y ser mas sostenibles y

econdémicos que los antibidticos convencionales.

Salvia rosmarinus, también conocida como Rosmarinus officinalis (Kew Science,
2022), es una planta de hojas fragantes, perennes y de color verde, que produce flores azul
blanquecinas. Es nativa del Mediterraneo, asi como del norte y sur de Africa y Asia
Occidental, y se encuentra en muchos lugares del planeta, especialmente en suelos secos
0 moderadamente himedos. EI romero puede alcanzar una altura de 1 a 2 metros. No
tolera suelos anaerdbicos 0 muy mojados, pero si los de salinidad media. Su periodo de
floracién suele ser entre mayo y junio, mientras que el de fructificacion ocurre durante la

primavera y el verano. (Ali et al., 2019; Basheer, 2023; Borges et al., 2019).

El romero ha despertado interés en los campos alimentario y farmacéutico debido
a sus propiedades antimicrobianas. Se utiliza por sus efectos como antimicrobiano natural,
con la extraccion de sus hojas siendo un método comun. Un estudio realizado en Bolivia
evalud la eficacia antimicrobiana del extracto oleoso crudo de romero sobre Escherichia
coli, revelando que el romero contiene méas de 40 principios antibacterianos y mas de 20
antiviricos. Entre sus componentes se encuentran terpenoides, flavonoides, acidos
fenolicos, pequefias cantidades de alcaloide rosmaricina y aproximadamente un 2% de
aceite esencial. Este estudio concluy6 que el extracto de romero posee compuestos activos
con efectos antimicrobianos sobre bacterias asociadas a la contaminacion alimentaria.
(Montero Recalde et al., 2017). Ademas, se conoce que su aceite esencial y extractos son
antimicrobianos con propiedades antioxidantes, antihelminticos, antifngicos,

antiinfecciosos, entre otros mas (Basheer, 2023; Gomes et al., 2020).

La actividad antimicrobiana en el aceite esencial del romero es atribuida
principalmente al a-pineno, el acetato de bornilo, el alcanfor y el 1,8-cineol (Ebrahimi
et al., 2020).



Haematoxylum brasiletto conocido cominmente como "Palo de Brasil”, es una
especie de arbol de madera dura tropical en la familia de las leguminosas, crece en las
selvas bajas caducifolias y bosques entre los 100 msnm y los 1000 msnm, en terrenos
abiertos de suelos someros y pedregosos y en espinoso de 3 m a 10 m de alto con el tronco
profundamente acanalado (Avila-Calderon & Rutiaga-Quifiones, 2014). Esta planta es
nativa de México y se utiliza en la medicina tradicional para tratar diversas afecciones,

incluyendo infecciones y Ulceras gastricas (Bello-Martinez et al., 2017)

El extracto acuoso del duramen es reconocido como un antibidtico efectivo,
mientras que el extracto metandlico de la corteza es inhibidor de bacterias y levaduras
(Avila-Calderén & Rutiaga-Quifiones, 2014).

En la investigacion realizada por Rivero, los resultados indicaron que el extracto
inhibid el crecimiento de ocho de los microorganismos probados a una concentracion
limite de 128 ug/mL (Rivero-Cruz, 2008).

Ademas, otro estudio realizado en Per( encontré que el extracto metandlico de
Haematoxylum brasiletto mostr6 actividad contra cepas de Clostridium perfringens y
Vibrio cholerae (Cano & Saucedo, 2023). Lo que proporciona informacién de referencia
prometedora para el uso potencial de los extractos de H. brasiletto, asi como algunos de

los compuestos aislados en el tratamiento de infecciones bacterianas.

Ocimum basilicum, cominmente conocida como albahaca, es una planta que ha
sido utilizada en la medicina tradicional en muchas culturas debido a sus propiedades

medicinales. En particular, la albahaca ha demostrado tener actividad antimicrobiana.

O. basilicum es una planta con un color verde intenso, un aroma aromatico y un
sabor picante. Sus tallos son cuadrangulares y tienen hojas pecioladas, opuestas, de forma
ovalada, generalmente dentadas y ligeramente vellosas en los nervios. Las hojas tienen un

apice agudo y la base es redondeada. (Sanchez et al., 2000).

Un estudio realizado en India evalué la actividad antimicrobiana del extracto
metanolico de Ocimum basilicum contra varias bacterias patogenas, incluyendo aislados
de Staphylococcus. Los resultados indicaron que el extracto inhibio el crecimiento de estas

bacterias (Pabon Baquero et al., 2023).



Céseres nos menciona que el aceite esencial de O. basilicum es activo contra

patdgenos como bacterias y hongos (Caceres, 1996)

Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de los aceites esenciales para
inhibir el crecimiento de ciertos microorganismos patégenos, lo que los convierte en una

fuente potencial de interés. (Beltrén et al., 2013).

Ademas, un estudio en la Universidad de Cadiz, se encontr6 que el extracto
metandlico de Ocimum basilicum mostro actividad antimicrobiana contra una variedad de
bacterias, lo que sugiere su potencial aplicacion en el control de enfermedades bacterianas

en la acuicultura (Méarquez, 2018).

Las plantas de romero, palo de Brasil y albahaca ha demostrado tener actividad
antimicrobiana en varios estudios, lo que sugiere que podria tener aplicaciones potenciales
en la acuicultura para el control de infecciones bacterianas. Ademas, la tendencia hacia la
produccion verde en la industria acuicola ha aumentado a nivel global, ya que esta
estrechamente relacionada con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de las

Naciones Unidas.

Se relaciona con el ODS 3, que nos habla sobre Salud y Bienestar, al reducir la
dependencia de los antibidticos y prevenir la resistencia a estos. Ademas, contribuye al
ODS 12 (Produccion y Consumo Responsables), al promover practicas de acuicultura mas
sostenibles y reducir el impacto ambiental de la industria al disminuir el uso desmedido
de farmacos para prevenir enfermedades en la produccion. Aunado a esto el uso de
extractos de plantas en la acuicultura puede contribuir al ODS 14 (Vida Subacuética), al
mejorar la salud de los ecosistemas acuéaticos y reducir la contaminacion del agua por

antibidticos y otros productos quimicos.
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3.- JUSTIFICACION

La produccion acuicola se ha incrementado tanto en México como a nivel mundial
y con ello el &rea de sanidad animal. La busqueda de alternativas para el control de
infecciones bacterianas en acuicultura la cual produce pérdidas econémicas considerables.
Para combatirlas se utilizan antibioticos, los cuales con el uso prolongado de estos
ocasionan resistencia bacteriana, provocando restricciones en la exportacion por presencia

de residuos en los tejidos y su posible riesgo en la salud del consumidor.

Una alternativa amigable con el medio ambiente son los extractos de plantas
medicinales (S. rosmarinus, H. brasiletto y O. basilicum) para combatir microorganismos
patdgenos en el sector acuicola, respetando las normas nacionales e internacionales para

la produccion de especies de interés en este sector.
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4.- HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de plantas utilizadas en la medicina tradicional Salvia
rosmarinus, Haematoxylum brasiletto y Ocimum basilicum presentan actividad

bactericida sobre microorganismos patdgenos en la produccion de Oreochromis niloticus.
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5.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad bactericida e identificar parcialmente las fracciones bioactivas

de tres plantas medicinales para su aplicacion en el control bactericida en acuicultura.

5.1.- Objetivos particulares

1. Obtener los extractos metandlicos por el método Soxhlet de 3 plantas medicinales
S. rosmarinus, H. brasiletto y O. basilicum.

2. Obtener el perfil fotoquimico de los extractos en estudio.

3. Evaluar la actividad bactericida de los extractos obtenidos por el método de
difusion en pozo sobre cepas de importancia en la produccion de tilapia.

4. Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos metanoélicos
estudiados de mayor bioactividad en el metodo de difusion en pozo.

5. Fraccionar por cromatografia el o los extractos de mayor bioactividad.

6. Evaluar las fracciones bioactivas por bioautografia.

7. ldentificar parcialmente el (los) compuestos bioactivos por reacciones quimicas y

técnicas espectroscopicas.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Material bioldgico

e Material vegetal

Se seleccionaron tres plantas medicinales de uso tradicional de la casa
comercial PACALLI®.

Tabla 1: Material vegetal

Nombre cientifico Nombre comudn

Salvia rosmarinus Romero
Haematoxylum brasiletto Palo de Brasil

Ocimum basilicum Albahaca

o Bacterias en estudio
Se seleccionaron bacterias Gram negativas como Gram positivas.

Tabla 2: Bacterias de importancia en la produccion de tilapias

Nombre cientifico Cepa
Pseudomonas aeruginosa Aislado clinico
Gram negativas Escherichia coli 25922 ATCC
Salmonella typhimurium 14028 ATCC
Gram positivas Staphylococcus aureus 25923 ATCC

6.2.- Obtencion de extractos metandlicos

Se pesaron 300 g de material vegetal seco y molido, se colocaron en un equipo
Soxhlet con 500 mL de metanol hasta agotar la extraccion. Al extracto obtenido se le
elimind el solvente con ayuda de un rotavapor. Cada extracto crudo se llevé a sequedad
completa en una estufa de secado a una temperatura menor de 50 °C. Posteriormente, se
determind su rendimiento y se almaceno en frascos, hasta su uso. (D’Sousa’ Costa et al.,
2015).
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(g extracto seco)(100)

% de rendimineto =
g de la planta seca

6.3.- Perfil fitoquimico (Garcia-Gonzéalez, 1992)

6.3.1.- Esteroles y Triterpenos
Se disolvio 1 mg de la muestra en cloroformo, posterior se le agreg6 una gota del
reactivo Liebermann-Burchard. Como resultado positivo para esteroles es la aparicion de

un color azul/morado, mientras que para triterpenos es un color rojizo.

6.3.2.- Cumarinas
Se disolvid 1 mg del extracto en hidroxido de sodio al 10% en agua, si vira a una
coloracion amarilla y desaparece al acidular el medio, la prueba se considera positiva.

6.3.3.- Sesquiterpenlactonas
realizd6 mediante la prueba de Baljet, en donde se pes6 2 mg del extracto, y se
afiadieron 3 a 4 gotas del reactivo, se considera positivo cuando se forma una coloracion

anaranjada o roja oscura.

6.3.4.- Quinonas
Se pesd 1 mg del extracto disuelto en etanol, se afiadié acido sulfurico y se torné
de color rojo, es positivo si al afiadir hidrosulfito de sodio al 5% se decolora y se regenera

el color al agregar gotas de agua oxigenada al 30%.

6.3.5.- Saponinas
A 2 mg de la muestra se le agreg6 1 mL de agua en un tubo de ensaye, y se sacudio
vigorosamente, si se forma una espuma abundante y esta no desaparece en unos segundos,

la prueba puede considerarse positiva.

6.3.6.- Flavonoides
Se realizo la prueba de Shinoda, se disolvid 1 mg del extracto en 1 mL de etanol
agregando unas gotas de Acido Clorhidrico concentrado, posterior a esto se agregaron 2-
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3 limaduras de magnesio, el positivo para esta prueba es cuando la solucion torna a un

color rojo intenso.

6.3.7 Taninos
La prueba de cloruro férrico consistid en disolver 2 mg de la muestra en 1 mL de
etanol, agregando 2-3 gotas de cloruro férrico al 5% en etanol, tomando una coloracion

verde oscura 0 negra como positivo.

6.4.8.- Carbohidratos

En la prueba llamada Antrona, se colocaron 2 mg de la muestra en un tubo de
ensaye disuelta en agua, por las paredes del tubo, se dej6 resbalar la solucion de Antrona
al 0.2% en Acido Sulftrico concentrado, se considera positivo si en la interface aparece

un anillo de tonalidad azul-verdosa o violeta.

6.4.9.- Alcaloides

Para esta prueba se realiz6 una cromatoplaca del extracto, con un sistema de
Cloroformo:Metanol [7:3], y se utilizé el reactivo de Dragendorff como agente revelador,
al asperjar el reactivo sobre la placa, si se observan puntos de tonalidad naranjas, se

considera positivo.

6.4.- Determinacion de la actividad antibacteriana

Con los extractos ya obtenidos, se llevaron a cabo pruebas para determinar la
actividad antimicrobiana sobre las bacterias previamente mencionadas utilizando el
método de difusion en placa. El ensayo microbioldgico se realizé mediante el método de

difusion en placa en pozo.

6.4.1.- Método de difusion en pozo

En este método, se colocaron sobre una placa con medio Muller Hinton
previamente inoculada con 100 pL de una suspension bacteriana, y se realizaron pocillos
de 6 mm de diametro a los cuales se les agregaron 100 uL de cada uno de los extractos a
diferente concentracion. Como control se utilizaron 100 uL del solvente empleado para

disolver el extracto. La placa se incubd durante 24 h a 37 °C; despueés de este periodo se
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midieron los halos de inhibicidn del crecimiento expresados en mm para cada extracto, en

el cual se rest6 la medida del radio del pozo (Sanchez-Garcia et al., 2016).

6.4.2.- Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

El extracto que presentara mayor actividad de inhibicion por el método de difusion
en pozo se le determino la CMI. En una microplaca de 96 pozos se agregaron 100 pL de
la suspension bacteriana, y se afiadieron 100 pL de cada una de las muestras de los
extractos con su dilucion seriada y llevada a 1:50 (20 L de extracto + 980 pL de medio
de cultivo). Posteriormente la microplaca se incub6 por 24 h a 37 °C. Para determinar la
concentracion minima inhibitoria de cada una de las fracciones se tomo la lectura de la
absorbancia en un lector de microplacas a una longitud de onda de 540 nm, la
concentracion mas baja en la cual la absorbancia fue igual a la del blanco se considerd
como la CMI de las diluciones probadas (Clinical and Laboratory Standards Institute,
1999; Drummond & Waigh, 2000).

6.5.- Cromatografia en capa fina

Aquellos extractos que se obtuvieron resultados positivos se llevd a un
fraccionamiento, utilizando una cromatografia en capa fina (TLC), se utiliz6 sistemas de
solventes de menor a mayor polaridad, siendo cloroformo y metanol los que se eligieron
en una proporcién de 7:3. Las placas de vidrio para TLC fueron de 25 x 75 mm con silica
gel sin indicador de fluorescencia; una vez obtenidas las cromatoplacas se revelaron con
luz UV y con cloruro de cobalto (CoCl,), para obtener las relaciones de frente de las

bandas que se separaron.

6.6.- Bioautografia

Las cromatoplacas se esterilizaron con luz UV por 30 min en una campana de flujo
laminar colocada dentro de una caja de Petri, luego sobre la cromatoplaca se coloco una
tira de Agar Muller Hinton mismo que se inoculé con 100 pL de la solucién estandarizada
de bacterias (1.5x108 UFC/mL); a la caja Petri se le coloco su tapa y se llevé a incubar 24

h a 37 °C. Luego de este periodo se observé el crecimiento o zonas de inhibicion. Esta
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inhibicion en zonas especificas nos permitio identificar las posibles moléculas bioactivas
(Garcia-Hernandez, 2016).

6.7.- Fraccionamiento de los extractos activos

Al extracto metandlico de Haematoxylum brasiletto se le realizd el
fraccionamiento con los solventes: Hexano, Alcohol Isopropilico, Benceno, Acetona,
Cloroformo y Metanol, basandonos en la polaridad de cada uno de ellos se utilizo el
solvente més adecuado, esperando que resulte una fraccion insoluble y otra soluble,
continuando con las fracciones solubles se probo algunos de los solventes anteriores para
encontrar con cual precipita y seguir repitiendo la misma técnica (Figura 1) para
finalmente realizar las actividades bioldgicas de cada una de las particiones, realizando
las pruebas quimicas correspondiente a la fraccién que nos llegara a dar mayor actividad

y tener idea del tipo de compuesto quimico que lleve dicha fraccion.

Haematoxylum brasiletto
(Palo de Brasil)
300g de tallo seco y molido
E-MEOH-D Soxchlet

Alcohol
Isopropilico
Y b4
Soluble Insoluble
Isoprop. Isoprop.
Acetato de
Etilo
hd b4
Soluble Ac. De Insoluble Ac.
Etilo De Etilo
CIoroformo#
r r
Soluble Insoluble
Cloroformo Cloroformo

Fig. 1: Marcha de fraccionamiento de extracto bioactivo

18



6.8.- Elucidacion parcial de los compuestos bioactivos
Para realizar la elucidacion parcial se utilizaron reacciones quimicas (referidas

anteriormente) y metodos de espectroscopia, Infrarroja y Ultravioleta-visible.

6.8.1.- Espectroscopia Ultravioleta visible

se basa en la absorcidn de radiacion ultravioleta y visible por moléculas. Esta
técnica permite detectar y cuantificar una amplia variedad de compuestos, identificar
grupos funcionales en moléculas, la longitudes de onda es de entre 200 y 800 nm (Toledo,
2022), la muestra se disolvid en etanol absoluto y se utiliz6 el equipo HPLC-DAD-ELSD,
Agilent Technologies, 1200 Series Agilent HPLC System.

6.8.2.- Espectroscopia Infrarrojo

La espectroscopia infrarroja (IR) se fundamenta en que la mayoria de las moléculas
absorben la luz en la region infrarroja del espectro electromagnético, lo que las lleva a
vibrar molecularmente. Esta absorcion es distintiva de los enlaces quimicos presentes en
una muestra, lo que permite identificar y analizar la estructura molecular de manera
precisa (Bruker, 2024). La fraccion activa purificada se llevo a espectrometria IR en un
espectrometro Frontier FT-IR 97668 de la marca PerkinElmer, la muestra fue disuekta en
acetona. Los datos fueron analizados en el software PerkinElmer Spectrum Version
10.4.00.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas utilizadas se obtuvieron comercialmente por PACALLI®. Con
respecto al porcentaje de rendimiento se logro observar que el extracto metandlico de palo
de Brasil fue el que mostr6 mayor rendimiento con 28.7%, mientras que el extracto
metanolico de albahaca fue el menor con 21.7% (Tabla 3). Se ha observado que los
extractos obtenidos por el método de extraccion Soxhlet pueden tener una mayor actividad
bioldgica en comparacion con otros metodos de extraccion (Taborda et al., 2019). Se
decidio utilizar metanol para la extraccion debido a que se encontré que el rendimiento de
los extractos de Soxhlet obtenidos con metanol fue mayor que el de los obtenidos con

otros solventes, como el hexano y el acetato de etilo (Taborda et al., 2019).

Tabla 3: Rendimiento de los extractos metanolicos de las plantas en estudio.

Planta Parte utilizada % Rendimiento
Romero Hojas 27.9
Palo de Brasil Corteza 28.7
Albahaca Hojas 21.7

El perfil fitoquimico para el Palo de Brasil es positivo para triterpenos,
sesquiterpeno, quinonas, flavonoides, taninos, azucares y alcaloide, mientras que para el
romero presenta el mismo perfil con la excepcidn de que es negativo para triterpenos y
positivo para esteroles y cumarinas. La albahaca presenta metabolitos de esteroles,

cumarinas, sesquiterpeno, quinonas, flavonoides, taninos y azucares (Tabla 4).

Para el extracto del romero, lo reportado coincide con lo mencionado por Ali, que
los componentes que confieren las propiedades farmacoldgicas del romero pueden
agruparse en las categorias de flavonoides, terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos) y derivados hidroxicindmicos (Ali et al., 2019). En otro estudio se
reportaron resultados similares, en donde mencionan que Los dos principales
constituyentes activos son los flavonoides y los terpenos. Los flavonoides incluyen
diosmetina, diosmina, hispidulina, apigenina, luteolina, entre otros (Flores-Villa et al.,
2020).
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En el caso del extracto de palo de Brasil, existe una investigacion similar en donde
se determind6 la presencia de taninos, flavonoides, quinonas, lactonas,
sesquiterpenlactonas, cumarinas, esteroles y terpenos (Pablo-Alvarado, 2018), como
metabolitos secundarios. En otro estudio, sobre plantas medicinales de mayor uso en
Julian Blanco, Guerrero, Meéxico, identifico la presencia de alcaloides, terpenos,
flavonoides, cumarinas y triterpenos en Haematoxylum brasiletto (Sotelo-Leyva et al.,
2022). El Unico metabolito que difiere con lo obtenido son las cumarinas ya que en este
estudio fue negativo, esta variabilidad en los perfiles fitoquimicos posiblemente es debido
a diferencias en las condiciones de crecimiento de la planta, asi como también el solvente

utilizado para la extraccion.

Por altimo, para el extracto de albahaca existe una discrepancia con los metabolitos
secundarios obtenidos por (Arrieta, 2020) ya que menciona que la albahaca es positiva
para saponinas y negativa para taninos, mientras que aqui se observé lo contrario.
Mientras que (Salas etal., 2022) nos mencionan que los compuestos fenolicos,
flavonoides y taninos son algunos de los metabolitos secundarios mas destacados en la

albahaca, lo cual coincide con lo reportado en esta investigacion.

Tabla 4: Perfil fitoquimico de los extractos en estudio

Prueba Extr. PB Extr. R Extr. A
Liebermann-Burchard + + +
T: Triterpenos T E E
E: Esteroles
Cumarinas - + +
Baljet + + 1

(Sesquiterpenos)

Quinonas + + +
Saponinas - - -
Shinoda + + +

(Flavonoides)
Taninos + + o
Antrona + + +
(Azucares/Carbohidratos)
Dragendorff + + -
(Alcaloides)
Positivo (+); Negativo (-); Extr. PB: Palo de Brasil; Extr. R: Romero; Extr. A: Albahaca
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El extracto metandlico de palo de Brasil presentd mayor actividad en bacterias
como E. coli, P. aeruginosa, y S. typhimurium en comparacion con los extractos de romero
y albahaca, mientras que para S. aureus presentd una mayor inhibicion con el extracto de

romero, lo cual podemos observar en la tabla 5.

Tabla 5: Actividad antimicrobiana de los extractos metanolicos en estudio

Halo de Inhibicion (mm)

) ) Ext. Palo de
Microorganismos ) Ext. Romero Ext. Albahaca
Brasil
Staphylococcus aureus 5+0.8 525+0.5 5.0+ 0.8
Escherichia coli 475+ 05 1.25+£05 45+05
Pseudomonas aeruginosa 3.5+0.5 2.75+£0.5 0.25+0.5
Salmonella typhimurium 3.75+£0.5 1.75+05 3.75+0.5

(Promedio + desviacion estandar de 4 repeticiones)

En la figura 2,3 y 4 se observan los halos de inhibicion del extracto de Palo de
Brasil sobre E.coli, P. aeruginosa y S. typhimurium respectivamente, los resultados son
comparables con estudios similares que reportaron actividad del extracto metandlico de la
corteza de Haematoxylum brasiletto, contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa, entre otros (Rivero-Cruz, 2008). Asi mismo
en 2016 se reporto actividad antimicrobiana de H. brasiletto contra E. coli en alimentos
(Garcia-Heredia et al., 2016).

Fig. 2: Extracto de H. brasiletto vs.
E. coli
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Fig. 4: Extracto de H. brasiletto vs.
Fig. 3: Extracto de H. brasiletto vs. S. typhimurium
P aeruginosa

En el caso del extracto de romero, se observé una mayor actividad antimicrobiana
en S. aureus con un halo de 5.25 mm (Figura 5) mientras que para las demas bacterias
oscilaentre 1.25 mmy 2.75 mm, lo cual concuerda con un estudio en donde los extractos
de romero tiene actividad antimicrobiana en cepas Gram positiva (Solano et al., 2016). El
extracto metanolico de romero cuenta de manera clara con compuestos activos de efectos

antimicrobianos sobre bacterias (Castafio et al., 2010).
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Fig. 5: Extracto de S. rosmarinus
vs. S. aureus

En comparacion de los extractos antes mencionados, la albahaca fue el que menor
efecto antimicrobiano presento en las 4 bacterias puestas a ensayo, obteniendo un halo de
0.25 mm para P. aeruginosa (Figura 6), teniendo una oscilacion hasta de 5 mm para S.
aureus, aun por debajo en comparacion con el extracto de romero. Estos resultados

obtenidos difieren con un estudio relacionado a al mismo género de la planta de albahaca
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en donde las hojas de la especie O. gratissimum actuo tanto para bacterias Gram positivas
como Gram negativas con halos de entre 16 mm y 17 mm (Nakamura et al., 1999).
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Fig. 6: Extracto de O. basilicum vs.
P aeruginosa

El extracto metandlico de Palo de Brasil mostré una CMI de 1.8 mg/mL contra E. coli, P.
aeruginosa, y S. typhimurium, mientras que para S. aureus tuvo una CMI de 2.5 mg/mL
(Figura 7).

{10k

Fig. 7: Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria; (1) £. coli; (2) P
aeruginosa; (3) S. typhimurium; (4) S. aureus.
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Se realiz6 cromatografia en capa fina (Figura 8) con una serie de eluentes para
analizar qué sistema era el mas apropiado para el fraccionamiento de cada extracto
obtenido, en el caso del romero (1) y albahaca (3) se utilizé Benceno:Acetona [8:2] y para
el extracto de palo de Brasil (2) se utilizé Cloroformo:Metanol [7:3].

Fig. 8 Cromatografias en diferentes sistemas

Se realizaron placas cromatograficas (Figura 9) en un sistema Cloroformo:Metanol
[7:3] de los 3 extractos para someterlos a estudio con las bacterias en cuestion. Los
resultados de esta prueba confirmaron que el palo de Brasil es el que presenta un mayor

efecto antimicrobiano sobre E. coli, P. aeruginosa, S. typhimuriumy S. aureus.

Fig. 9: Placas cromatograficas (1) S. rosmarinus, (2) H. brasiletto, (3) O.
basilicum
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Con los resultados obtenidos de estas pruebas, se observé en que parte del corrido
de los extractos se presento el efecto de inhibicion. En la figura 10 se evaluo la placa de
extracto de Palo de Brasil con E. coli, y en la figura 11 podemos observar la placa del
extracto de Palo de Brasil puesto a prueba contra P. aureginosa, teniendo como resultado
un efecto antimicrobiano en la fraccion 2. Dicha fraccion es de importancia en este estudio
presenta un Rf de 0.78 en un sistema de Cloroformo:Metanol (7:3), el cual corresponde al

compuesto Terpeno obtenido por pruebas fitoquimicas.

Fig. 10: Extracto de
H. brasiletto vs. E. coli

Fig. 11: Extracto de
H. brasiletto vs.
P aureginosa

Al realizar el fraccionamiento directo para el extracto de palo de Brasil. Como
primer solvente se utiliz6 alcohol isopropilico, en donde se obtuvo dos particiones, la parte
soluble e insoluble, se realiz6 el filtrado y llevado a sequedad completa, y se peso.
Posteriormente se utilizo acetato de etilo en la parte soluble en isopropanol para volver a
obtener dos particiones, se repitio el filtrado, se secd y pesd. La parte soluble en acetato
de etilo se utiliz6 para una precipitacion con cloroformo, primero la fraccion se solubiliza

con acetona, se calienta hasta punto de ebullicion e inmediatamente agregar cloroformo
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para cristalizar y obtener dos fracciones, los pesos obtenidos de los precipitados se

encuentran en la Figura 12.

Haematoxyium braziletio
{(Palo de Bracii)
300g de tallo seco v molide
E-MEOH-D  Soxmchlet

Alechol
Izopropilico
h h 4
Sol. Isoprop. Ins. Isoprop.
w468 w:0.3g
Acetato de
Etilo
¥ h 3
Sol. Ac. de Etilo. Ins. Ac. de Etilo
w:3lg w: 0.8g
Cloroformo ¢
r 1 ’ 2
Sol. CHCl; Ins. CHCl;
w209 w:2.lg

Fig. 12: Fracciones de extraccion

Al realizar el fraccionamiento del extracto, de cada particién obtenida, se evalu6
por autobiografia su actividad antimicrobiana. De las 4 fracciones evaluadas se observé

que la fraccion es la que presenta actividad en la inhibicién de las bacterias en estudio.

La particion 2 obtenida es un polvo de color café soluble en acetona o metanol, se
realizd las pruebas fitoquimicas y se obtuvo positivo para flavonoide, posterior a esto se
realiz6 la confirmacién de la actividad presente y se obtuvo inhibicién en E. coli, en la
figura 13 se puede observar la zona donde no presento crecimiento bacteriano el cual es
el mas susceptible ya que es el que presentd mayor area de inhibicion, después se
encuentra la actividad contra P. aureginosa (Figura 14), mientras que la inhibicion de S.
typhimurium (Figura 15) y S. aureus (Figura 16) se observa en menor cantidad, a pesar de

esto, se cuenta con la actividad.
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Fig. 13: Extr.
H. brasiletto; Fracc. 2
vs. E. coli

Fig. 15: Extr.
H. brasiletto; Fracc. 2
vs. S. aureus

Fig. 14: Extr.
H. brasiletto; Fracc. 2
vs. P. aureginosa

/)

Fig. 16: Extr.

H. brasiletto; Fracc. 2
vs. S. typhimurium
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Se realizd una espectroscopia ultravioleta visible de la fraccion 2 del extracto de
Palo de Brasil, en donde se obtuvo una banda en 260 nm, como se observa en la figura 17.

*DAD1,4.704 (295 mAU, - ) Ref=3.866 & 4.903 of 004-2-1-1
mAU
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Fig. 17: Espectro UV-vis de la fraccion 2 del Extr. H. brasiletto

Una investigacion en 2015 se centrd en analizar flavonoides y obtuvieron un de
espectro UV-vis donde caracterizaron la quercetina y obtuvieron una banda en 255.8139
nm como se puede observar en la figura 18 (Tallini et al., 2015), la cual podemos comparar

que el espectro obtenido de la fraccion 2 es similar con el de Tallini y colaboradores.
208.8139

q

A

Fig. 18: Espectro UV-vis de Quercetina
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Al realizar una espectroscopia Infrarroja (Figura 19), se observé un pico en 3400
cm?, la cual se puede observar un pico similar en un espectro FTIR realizado con
quercetina pura, obtuvieron un pico en 3406 cm™ que representa los grupos funcionales -
OH, otra coincidencia en el espectro FTIR obtenido de la fraccion 2 y el espectro de
quercetina pura es en el pico 1610 cm™, 1560 cm™ y 1510 cm, los responsables de estos
picos es el grupo de los anillos arométicos presentes en la quercetina (Catauro et al.,
2015).
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Fig. 19: Espectro IR de la fraccion 2 del Extr. H. brasiletto
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8.- CONCLUSION

Se obtuvieron los tres extractos de las plantas utilizadas en la medicina tradicional
mexicana, obteniendo el mayor rendimiento para el extracto metandlico de Palo de Brasil

con 28.7%, mientras el menor rendimiento fue de 21.7% para albahaca.

Se observé que los tres extractos presentan metabolitos similares con excepcion

en el Palo de Brasil que presenta con cumarinas y en la albahaca no cuenta con alcaloides.

El extracto metandlico que presentdé mayor actividad antimicrobiana es el de H.
brasiletto contra E. coli, P. aeruginosa, y S. typhimurium. con un CMI de 1.8 mg/mL y

para S. aureus se obtuvo un CMI de 2.5 mg/mL.

Se determind que la fraccion 2 de TLC del extracto de H. brasiletto es el
responsable de la actividad antimicrobiana con un RF de 0.78, al realizar la particion
directa se concluy6 que la fraccion 2 es de importancia debido a la actividad
antimicrobiana presente, el perfil fitoquimico de la fraccion determind que corresponde a

un flavonoide.

Con la ayuda de la prueba cuantitativa Shinoda, los espectros Ultravioleta-Visible
e Infrarrojo de la fraccion 2, se pudo realizar la identificaciéon parcial de la molécula
bioactiva responsable de la actividad antimicrobiana, la cual se puede inferir que puede

corresponder a quercetina.
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9.- PERSPECTIVA

El avance de este proyecto abre nuevas posibilidades para el desarrollo de opciones
innovadoras en el tratamiento de enfermedades que afectan al sector acuicola. Se ha
demostrado que las moléculas bioactivas de las plantas en estudio tienen un efecto
significativo sobre las bacterias patogenas, lo cual se podrian utilizar como una alternativa

natural y sostenible a los antibidticos en la acuicultura.

Ademas, este estudio podria contribuir a la quimica verde y a la medicina, ya que
la identificacion de nuevas moléculas bioactivas podria llevar al desarrollo de nuevos
farmacos y tratamientos asi evitando la resistencia a antibidticos y evitar pérdidas

econdmicas en el sector industrial.

De igual manera, es importante continuar con estudios donde se apliquen otros
métodos espectroscopicos para elucidar la estructura del compuesto bioactivo.
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