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RESUMEN:

La resistencia generada por los microorganismos hacia los antibiéticos ha generado la
necesidad de buscar nuevas alternativas para combatirlos. El género Prosopis pertenece a la
familia de las Leguminosas y es originario de climas semidesérticos. Los extractos acuosos y
metandlicos elaborados a partir de hoja, flor y vaina de la especie P. glandulosa, arrojaron
resultados positivos en las pruebas para identificar actividad antimicrobiana realizadas
mediante las técnicas de agar en pozos, presentando mayor inhibicion el extracto metandlico
en las siguientes especies: Salmonella spp y Salmonella thypimurium, en las Gram
negativas; mientras que el extracto acuoso mostro mayor inhibiciéon en las Gram positivas:
Streptococcus agalactiae y Enterococcus faecium. Esto es congruente con lo encontrado en
otras investigaciones realizadas en otras especies del mismo género. En el caso de la
presencia de compuestos fendlicos se encontré una mayor concentracion en el extracto de
hoja.

ABSTRACT:

The resistance generated by microorganisms to antibiotics has generated the need to seek
new ways to combat them. The genus Prosopis belongs to the Leguminosae family and is
native to semi-desert climates. Aqueous and methanol extracts made from leaf, flower and
pod of P. glandulosa, showed positive results in tests to identify antimicrobial activity on well
diffusion techniques, the greater inhibition was performed by methanolic extract trough
following species Salmonella spp and Salmonella typhimurium in Gram negative bacteria.
The aqueous extract showed greater inhibition in Gram positive bacteria as: Streptococcus
agalactiae and Enterococcus faecium. This is consistent with what was found in other studies
performed in other species of the same genus. In the case of the presence of phenolic
compounds found a higher concentration in the leaf extract.
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INTRODUCCION

La necesidad de generar estrategias efectivas para el control de microorganismos
resistentes a los antibidticos que contaminan los alimentos y agentes causales de
enfermedades que ponen en riesgo la salud humana y animal ha generado un gran
auge en la investigacion de las especies de origen vegetal, ya que estas han
demostrado ser una excelente fuente de sustancias de caracter antimicrobiano sin
llegar a ser toxicos (Prabha et al., 2014). El género Prosopis pertenece a la familia
de las Leguminosas y a su vez a la subfamilia Mimosaceae. Se caracteriza por
desarrollarse en ambientes semidesérticos y desérticos, asi como por su capacidad
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de adaptarse a situaciones adversas como lo son sequias prolongadas y suelos poco
fértiles (Palacios, 2006; Rios et al., 2013).

El género Prosopis, ha revelado a través de varios estudios realizados, ser una
buena fuente de compuestos de interés biotécnoldgico tales como alcaloides,
fenoles, terpenos, flavonoides y saponinas. Otros estudios han reportado que los
compuestos bioactivos de este género no son considerados toxicos, por lo que se le
puede considerar como una excelente fuente de péptidos biactivos (Del Valle et al.,
2006). Los extractos generados a partir de diferentes partes de Prosopis glandulosa
presentan una actividad de origen antimicrobiana correspondiente con lo encontrado
en otras especies el mismo género, tales como P. juliflora y P. cineraria (Santhiya, M.
y Muthuchelian, K., 2008; Wajid et al., 2014).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de la muestra y preparacion de harinas

La recoleccién de hoja y flor de Prosopis glandulosa se realizd en el mes de abril de
2015, la recoleccion de vaina se realizé en el mes de agosto porque en estas fechas
en la region de Coahuila ocurre la floracion y maduracion de vaina. Posteriormente
se realizé separacion de impurezas de forma manual y se secé a temperatura de
60°C por una semana. La molienda de hoja y flor se realiz6 de forma manual
utilizando un mortero con pistilo. La molienda de vaina completa (vaina y semilla) fue
mas complicada por la dureza de la semilla y se realiz6 con molino de discos. Esta
harina fue tamizada haciéndola pasar por tamiz de la serie Tyler No. 45.

Analisis proximal de la vaina
Se determin6 la composicion quimica proximal de la harina incluyendo proteina
cruda, fibra cruda, lipidos crudos, ceniza y carbohidratos (Olvera et al., 1993).

Obtencion de extractos

Extracto metandlico. Se prepard un extracto metandlico (1:10) a partir de las
harinas de semilla, hoja, vaina y carozo; el extracto se dejé reposar por un periodo de
2 dias en oscuridad.

Extracto acuoso. Se preparé un extracto acuoso por decoccién a 90°C a partir de
las harinas de hoja, flor y vaina. Las harinas fueron previamente desengrasadas
mediante método Soxhlet utilizando hexano como solvente.

Determinacién de fenoles método de Foling-Ciocalteu

Se agrego 0.2mL de cada extracto (1:10 e/aq), se anadié 0.8mL de carbonato de
sodio (7.5%) y 1mL de reactivo Foling-Ciocalteu (2N). Se dejé incubar por 2h en
oscuridad y se determind la absorbancia a 740nm en un espectrofotometro (UV-VIS
GENESYS 10S). Las concentraciones fueron obtenidas mediante la utilizacion de
una curva de calibracién utilizando soluciones estandar de acido galico. Se utilizaron
concentraciones de 10, 20, 80, 100, 200, 250 y 300 en la elaboracion de la curva de
calibracion obteniéndose una curva de R?= 0.9961.
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Figura 1. Curva de calibracion (estandar acido galico)

Determinacion de la actividad antimicrobiana

En la determinacion de la actividad de los extractos por difusion en pozos se inoculd
diversas cepas en caldo nutritivo (Bioxon) y se incubd a 28°C/36°C y 200 rpm toda la
noche. En campana de flujo laminar se mezclaron 25 mL de agar para pozos fundido
y temperado con 175uL de cultivo de cada cepa (~1x109 cel/mL), se agito
suavemente, se plaquearon en cajas petri y se dejaron solidificar. Se realizaron
pozos de 8 mm de diametro en el agar y secaron a 37°C por 2 horas y en cada pozo
se depositaron 100 pL de los extractos. Las cajas se incubaron a 4°C por 12 horas
para la difusion de extractos y se incuban adicionalmente a 28°C/35°C por un dia
para determinar y medir los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano por efecto
de cada extracto. Todas las pruebas se realizaron por duplicado. Una unidad de
actividad se defini6 como un mm? de la zona de inhibicién del crecimiento de las
cepas y se aplico la formula A = m D2/4 en donde A= Actividad en UA/mL.
Finalmente se reportd la actividad en unidades arbitrarias (UA) en mm? del area de
inhibiciéon (Barboza-Corona et al., 2007).

RESULTADOS
El analisis proximal del P.glandulosa de la Region de Coahuila, México se
proporciona como resultados presentados en la Tabla 1.

Tabla 1. Analisis Proximal de vaina de mezquite (P. glandulosa) de Coahuila

Harina Carbohidratos | Proteina cruda Grasa | Fibra cruda Cenizas

Mezquite 34.28 7.84 3.49 43.82 6.25

Los resultados obtenidos en el analisis proximal de la vaina revelan un mayor
contenido de fibra cruda en al compararla con otras especies del género como
Prosopis alba y Prosopis pallida. Por otro lado el contenido de azucares encontrado
en Prosopis glandulosa es menor en comparacidon con las especies antes
mencionadas, siendo estos dos parametros en los que se encontr6 una mayor
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variacion, ya que en cuanto al contenido de proteina cruda y de grasas presenta
valores equiparables (Prokupiuk et al., 2000).

Determinacion de fenoles

La determinacion de fenoles es muy importante para conocer los compuetos
antioxidantesque continene los extractos de plantas en general, y particularmente los
extractos obtenidos con la metodologia descrita se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Determinacion de fenoles en extractos de P. glandulosa
Extracto [gL™
Vaina 51.89
Semilla 42.32
Hoja 179.58
Carozo 35.22

Los resultados obtenidos en la determinacion de contenido de fenoles en la vaina de
Prosopis glandulosa difieren en gran consideracion en lo encontrado en las especies:
P. albay P. pallida (Prokupiuk et al., 2000).

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los extractos de diferentes partes de P. glandulosa
(Tabla 3), muestran que la hoja es la parte del mezquite que ejerce mayor inhibicién
contra las bacterias utilizadas, tanto en extracto acuoso (Aq) como el metandlico
(MeOH) con respecto a los demas extractos obtenidos de otras partes de la planta.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de extractos de P. glandulosa

Unidades Arbitrarias (UA)
Microorganismo HOJA FLOR VAINA
Aq |[MeOH| Aq | MeOH | Aq | MeOH

Gram positivas

Enterococcus faecium 3.14 | 2.83 ND 1.13 ND ND
Pediococcus acidilactici 226 | 1.53 ND 0.07 ND 0.78
Streptococcus agalactiae | 7.06 | 0.19 ND 0.78 ND ND
Bacillus cereus 1.13 | 2.54 ND 0.95 ND 1.13
Staphylococcus aureus 283 | 1.72 ND 0.38 ND ND
Gram negativas

Salmonella spp 2.83 | 9.62 ND 2.83 ND ND
Proteus vulgaris 254 | 3.80 ND 0.78 ND ND
Pseudomona aeruginosas | 0.78 | 2.26 ND ND ND ND
Shigella flexneri 1.32 | 2.26 ND 0.63 ND ND
Serratia marcescens NIMA | 0.38 | 2.83 ND 0.38 ND ND
Salmonella thypimurium ND | 7.54 ND 2.83 ND 1.53
Klepsiella pneumonae 1.32 | 2.83 ND 0.78 ND ND
Shigella sonnei 0.50 | 2.54 ND 0.95 ND ND
Enterobacter cloacae 1.13| ND 2.83 0.78 ND ND
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Los resultados obtenidos en los extractos acuosos y metandlicos muestran mayor
actividad inhibitoria para las bacterias Gram negativas Salmonella spp y Salmonella
thypimurium; mientras que en las Gram Positivas las mas inhibidas son
Streptococcus agalactiae y Enterococcus faecium. En el caso de Salmonella
thypimurium se observo una inhibicion comparable en extractos metandlicos de hoja
de P. juliflora (Figura 2). Por otro lado, en el caso de P. juliflora, se encontré una
mayor capacidad inhibitoria en el extracto metandlico para Staphylococcus aureus,
que la encontrada por P. glandulosa en extractos de origen metanolico (Thakur et
al., 2014).

Figura 2. Actividad antibacteriana de extracto acuoso y metandlico respectivamente.

CONCLUSIONES

En el extracto de hoja se encontraron una actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram negativas, ademas de eso las hojas tienen una considerable actividad de
fenoles, teniendo en cuenta estos resultados, es posible afirmar que el uso de estos
extractos tendra consecuencias benéficas.

En este punto tenemos un gran campo de investigacion aun por descubrir, y en el
cual se espera encontrar otras caracteristicas que nos ayuden a aprovechar mejor
estos recursos bioactivos con los que contamos en abundancia y de origen natural
para el desarrollo de bioconservadores o productos bioterapeuticos que no generen
resistencia como los antiibioticos.
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