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Resumen

Titulo: Estudio de la actividad antimicrobiana y caracterizacién quimica de extractos organicos
obtenidos de la raiz de la palma de iraca (C. palmata)”

Autor: Maria Fernanda Galvis Amaya™"

Palabras Clave: Actividad antimicrobiana, Carludovica palmata, microorganismos patdogenos,
extractos organicos.

Descripcion: Las infecciones causadas por microorganismos de interés clinico presentan un
problema para la salud publica mundial, afectando principalmente a la morbilidad y mortalidad de
la poblaciéon, por lo tanto, actualmente se buscan nuevos métodos para el tratamiento de
infecciones de este origen causado por bacterias que a su vez han adquirido resistencia a los
antibidticos comerciales. En el presente estudio fue evaluada la actividad antimicrobiana de los
extractos crudos con hexano, cloroformo y acetato de etilo, de la raiz de la palma de iraca
(Carludovica palmata) en cuatro bacterias: Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC
13076, Staphylococcus aureus ATCC 43300y ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 11775. Las
raices fueron liofilizadas para posterior extraccion utilizando tres disolventes de polaridad
variable, de forma creciente en polaridad (n-Hexano, cloroformo y acetato de etilo). Cada extracto
se evapord y se evaluo la actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en agar (Kirby-
Bauer). Los resultados mostraron que los extractos de cloroformo y hexano no presentaron
actividad bioldgica, mientras que, el extracto de acetato de etilo present6 actividad en todas las
concentraciones evaluadas, dentro del rango de 10 a 40 mg/mL.

La caracterizacion quimica del extracto de acetato de etilo permiti6 identificar presuntivamente
compuestos como acido protocatecuico, acido palmitico, acido butanodioico, acido 4-
hidroxibenzoico, 4cido oleico, acido benzoico, acido estedrico y eritritol. De estos, los de mayor
abundancia relativa fueron el 4cido butanodioico, que presento el valor més alto dentro del perfil
obtenido (20,52%), seguido del acido palmitico (10,22%), lo que sugiere podria tener un papel
relevante en la bioactividad del extracto.

" Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Programa académico. Director: William Fernando
Hidalgo Bucheli. Doctor en quimica. Codirector: Yuliany Guillin Rincon. MSc. Biologia.
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Abstract

Title: Study of antimicrobial activity and chemical characterization of organic extracts obtained
from the root of the iraca palm (C. palmata) *

Author(s): Maria Fernanda Galvis Amaya ™

Key Words: Antimicrobial activity, C. palmata, infections caused by microorganisms of clinical
interest.

Description: Infections caused by microorganisms of clinical interest pose a problem for global
public health, mainly affecting the morbidity and mortality of the population. Therefore, new
methods are currently being sought for the treatment of infections of this origin caused by bacteria
that have acquired resistance to commercial antibiotics. In this study, the antimicrobial activity of
crude extracts with hexane, chloroform, and ethyl acetate from the root of the iraca palm
(Carludovica palmata) was evaluated in four bacteria: Salmonella enterica serovar Enteritidis
ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 43300 and ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC
11775. The roots were freeze-dried for subsequent extraction using three solvents of varying
polarity, in increasing order of polarity (n-hexane, chloroform, and ethyl acetate). Each extract was
evaporated, and its antimicrobial activity was evaluated using the agar diffusion method (Kirby-
Bauer), in a concentration range of 10 to 40 mg/mL. The results showed that the chloroform and
hexane extracts did not exhibit biological activity, while the ethyl acetate extract exhibited
biological activity at all concentrations evaluated (10,20,30 and 40mg/mL). The chemical
characterization of the ethyl acetate extract allowed for the presumptive identification of
compounds such as protocatechuic acid, palmitic acid, butanedioic acid, 4-hydroxybenzoic acid,
oleic acid, benzoic acid, stearic acid, and erythritol. Of these, the most abundant were butanedioic
acid, which had the highest value in the profile obtained (20.52%), followed by palmitic acid
(10.22%), suggesting that it could play a relevant role in the bioactivity of the extract.

" Degree Work
“Faculty of Sciences. School of Chemestry. Chemistry. Director: William Fernando Hidalgo
Bucheli. Doctor in chemestry. Codirector: Yuliany Guillin Rincon. MSc. Biology.
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Introduccion

Las infecciones causadas por microorganismos de interés clinico representan un problema
significativo para la salud publica, ya que estos patogenos pueden multiplicarse rapidamente en el
organismo y generar diversas enfermedades. Entre ellas destacan la colitis hemorragica (CH) y el
sindrome urémico hemolitico (SUH) (Navarro et al., 2017) provocados por cepas de E. coli
productoras de toxinas Shiga (STEC), las cuales generan anemia hemolitica, e insuficiencia renal,
y ocurren con mayor frecuencia en nifios menores de cinco afios (Vallejo et al., 2024). También se
incluye la enterocolitis y gastroenteritis por Salmonella (Marcillo et al., 2019), que resultan en la
inflamacion intestinal y diarrea, asociadas a deshidratacion y daio tisular (Zha et al., 2019).

Estas patologias suelen ser consecuencia de la accién de toxinas que lesionan tejidos y
comprometen la integridad intestinal. Dentro de los agentes responsables de estas infecciones se
encuentran E. coli, S. enterica,y S. aureus, que representan un desafio constante para la prevencion
y el tratamiento clinico, debido a su capacidad para generar enfermedades graves. Para
combatirlas, se utilizan diferentes antibioticos como la azitromicina, ceftriaxona, piperacilina,
entre otros agentes de primera linea.

No obstante, el uso excesivo y frecuente de estos antibidticos ha favorecido el desarrollo de
resistencia bacteriana (Yang et al., 2023), un fendmeno en crecimiento que amenaza la efectividad
de los tratamientos existentes: por ejemplo, se han reportado tasas de resistencia en E. coli hasta

de un 50% a la tetraciclina y ampicilina y en Salmonella un 59.3% frente a tetraciclina, mientras
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que en S. aureus la resistencia alcanza un 88% frente a la penicilina (Pefia et al., 2020). Estos
datos evidencian la urgencia de buscar alternativas terapéuticas.

En consecuencia, se exploran nuevas estrategias, como el uso de productos naturales capaces
de inhibir el crecimiento de estos patdgenos. Entre ellos se incluyen extractos de plantas o
compuestos vegetales presentes en diferentes 6rganos de la planta, como tallos, raices, hojas,
corteza, flores o frutos (Nereyda et al., 2011), que ofrecen una fuente significativa de agentes
antimicrobianos naturales. En este sentido, las plantas medicinales adquieren gran relevancia en la
investigacion farmacoldgica, no solo por su uso terapéutico tradicional, sino también como materia
prima para la sintesis de farmacos y obtencidén de principios activos (Regulatory Situation of
Herbal Medicines, 2010). Dentro de estos compuestos, destacan los metabolitos secundarios, que
desempefian un papel clave en la adaptacion de las plantas a su entorno, al participar en su defensa
frente a herbivoros, microorganismos patogenos y estrés abioticos (Sepulveda et al., 2003). Por
lo tanto, el estudio de estos metabolitos se ha extendido mas alla de su papel ecologico,
reconociéndolos como una fuente prometedora de compuestos bioactivos con aplicaciones
farmacologicas.

De acuerdo con ello, se han reportado investigaciones que analizan diversas actividades
biologicas de extractos de raices de distintas especies. Por ejemplo, mediante el método de difusion
en disco (Kirby Bauer), se observo que extractos de Morinda royoc ricos en antraquinonas
muestran fuerte actividad antifingica y antibacteriana incluso a bajas concentraciones (Borroto et
al., 2011). De igual manera, los extractos metanolicos de las raices de Renealmia thyrsoidea y
Hedychium coronarium, mostraron actividad frente a S. aureus ATCC 25923 y ATCC 12228,
también frente a Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y E. coli

ATCC 25922, dado a su alto contenido de diterpenos y curcuminoides (Solis, 2023). Asimismo,
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el extracto de Heliopsis longipes que contiene alcamidas como la afinina, inhibid
significativamente el crecimiento de Sclerotium cepivorum y S. rolfsii (Ramirez et al., 2000), lo
que resalta una vez mas el potencial bioldgico de las raices en diferentes especies vegetales.

En este mismo contexto, en la palma de Iraca (C. palmata) se ha detectado actividad
antimicrobiana en extractos etandlicos de infrutescencias frente a E. coli y S. aureus en
concentraciones del 50% p/v y 20% p/v, respectivamente, efecto asociado a su elevado contenido
de compuestos fendlicos (Galviz, et al 2021). No obstante, hasta la fecha no se ha evaluado la
actividad antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de las raices de esta especie.

Por consiguiente, el presente estudio se enfocd en evaluar la actividad antimicrobiana de
extractos organicos obtenidos de la raiz de C. palmata frente a patdégenos clinicamente relevantes
como E. coli, S. enterica y S. aureus, con el fin de identificar posibles agentes terapéuticos que

contribuyan a contrarrestar el problema de salud publica asociado a la resistencia antimicrobiana.
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1. Objetivos

1.2. Objetivo general

Evaluar la actividad bioldgica y composicion quimica de extractos de raiz de la especie vegetal

C. palmata

1.3. Objetivos especificos

1. Realizar extraccion solido-liquido de la raiz de la palma de iraca con solventes
0rganicos.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos orgéanicos obtenidos contra
microorganismos de interés clinico.

3. Identificar los principales compuestos presentes en los extractos bioactivos

seleccionados.
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2. Hipaotesis

Se plantea que los extractos obtenidos a partir de la raiz de C. palmata presentan actividad
antimicrobiana frente a bacterias de interés clinico, gracias a la presencia de metabolitos
secundarios con propiedades bioactivas. De manera especifica, se espera que el extracto en acetato
de etilo muestre el mayor efecto inhibitorio por su capacidad para extraer compuestos de polaridad
media y polares de diversas clases quimicas, entre las que se incluyen fenoles, acidos fenodlicos,
flavonoides (Dimitrova et al., 2017), 4cidos grasos, triterpenoides (Nyalo et al., 2023), alcaloides,
saponinas (Alamholo, 2024). No obstante, se considera altamente probable que los extractos
obtenidos con hexano y cloroformo también exhiban actividad, dado que estos solventes facilitan
la extraccion de compuestos como lipidos, entre ellos fitoesteroles (Nattagh et al., 2022) y esteroles
lipofilicos. Por ejemplo, el p-sitosterol y el campesterol que han demostrado efectos
antiinflamatorios, antioxidantes y antimicrobianos en diversos estudios (Valiei, 2011). Asi mismo,
se han identificado 4cidos grasos de cadena larga con funciones antiinflamatorias (Salsinha et al.,
2023) y de igual manera, terpenoides y alcaloides lipofilicos extraidos con solventes no polares
que han sido reportados por su capacidad para inhibir el crecimiento de patdgenos bacterianos

(Wang et al., 2025a).
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3. Marco teorico

3.1. Infecciones causadas por microorganismos de interés clinico

Las infecciones adquiridas en entornos hospitalarios no solo generan altos indices de morbilidad
y mortalidad, sino que también representan largas estancias hospitalarias, resistencia hacia los
antimicrobianos e incremento de los costos de la atencion médica (Tobin et al., 2025). Entre las
bacterias causantes de infecciones asociadas a hospitales, se encuentra S. aureus resistente a la
meticilina (SARM), cuya resistencia a toda clase de antibidticos p-lactamicos, incluidas la
meticilina y la penicilina, dificulta el tratamiento de las infecciones que genera (Otto, 2012). Este
patdégeno es responsable de una amplia variedad de infecciones, entre las mas frecuentes se
encuentran las infecciones de piel y tejidos blandos, las osteoarticulares, las pleuropulmonares y
aquellas asociadas al uso de dispositivos médicos, ademas de que constituye una de las principales
causas de la bacteriemia y la endocarditis infecciosa (Tong et al., 2015).

Por su parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe a Salmonella como una de
las cuatro causas mas importantes de diarrea a nivel mundial (Balasubramanian et al., 2019). Cada
afio se reportan entre 200 millones a mil millones de casos de infeccion por esta bacteria, lo que
se traduce en aproximadamente 93 millones de casos de gastroenteritis y 155.000 muertes
(Chlebicz et al., 2018). La severidad de la infeccion en humanos depende tanto del serotipo
involucrado como del estado inmunologico del huésped, clasificandose en infecciones tifoideas y

no tifoideas (Wei et al., 2023).
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La infeccion por E. coli se manifiesta mas comunmente con enfermedades intestinales, que
pueden presentarse con diarrea acuosa o sanguinolenta (Croxen et al., 2013). Ademas, la
colonizacion e infeccion de sitios extraintestinales por cepas patdgenas representan una de las
principales causas de sepsis, tanto en hospitales como en comunidades (Hernandez et al., 2023).
los sintomas clinicos tipicos incluyen fiebre alta, escalofrios, taquicardia, hipotension y sindrome
de disfuncion multiorgdnica. Ademas, la respuesta inflamatoria y los trastornos de coagulacion
posteriores a la infeccion pueden provocar manifestaciones adicionales, como hemorragia y

erupciones cutaneas (Martin et al., 2009).

3.2. Carludovica palmata: Aspectos generales

C. palmata, conocida comunmente como palma de iraca o jipijapa, se encuentra distribuida
desde México hasta Bolivia (Harling et al., 1973). Pertenece a la familia Cyclanthaceae de habito
herbaceo (Minchala et al., 2023) (Tabla 1), alcanza una altura de 1,5 a 5,0 metros, sin un tallo
visible. Se caracteriza por tener laminas de hojas profundas, conspicuas, palmeadas y laminares
que pueden medir de 1,5 a 4,0 m de largo, flabeladas (con forma de abanico) y plegadas (véase en
la figura 1) (Ruiz & Pav, 2023). Las inflorescencias alcanzan hasta 1 m de longitud, generalmente
algo menores. Presentan flores unisexuales dispuestas en la misma inflorescencia, lo que confiere
a la especie una condicion monoica (Harling et al., 1973). Es resistente a las sequias e
inundaciones, controla la erosion, protege laderas, rios y actuia como filtro para retener y
descomponer agentes contaminantes del suelo (Zapata, 2021). Es considerada como una de las
especies emblematicas de la etnobotanica neotropical (Tuberquia, 2019), puesto que posee una
estrecha relacion con el hombre, ya que su fibra es usada para la fabricacion de artesanias

(Minchala, 2022).
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Su raiz es fasciculada, suculenta de aproximadamente 7 mm de radio, nace en forma radical
alrededor del rizoma, distribuida principalmente en la parte superficial. En un suelo de textura
franca, la mayor parte de las raices se encuentran desde la superficie hasta los 0.50 m, llegando a
una profundidad de hasta 1.6 m (Iglesias, 1999).

Tabla 1

Informacion taxonomica de la especie vegetal C. palmata

Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Clase Liliopsida

Orden Pandanales

Familia Cyclanthaceae

Género Carludovica palmata Ruiz &
Pav.

Nombre comin Palma de iraca

Nota. Tomado de Carludovica Ruiz & Pav. (2023)
Figura 1

Descripcion de la C. palmata

Alturade 1.5a

5.0 metros
Hastula

grande y
Hojas conspicua
laminares de
ilasta 65 cm de Tallo delgado,

argo ~
no lefioso

Nota: tomado de Eco Yuma S.A.S
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3.2.1 Ubicacion y florecimiento

En Colombia es cultivada en todos los climas calidos a altitudes de 900 a 1800 m, en
departamentos como Huila, Antioquia, Amazonia, Andes, Llanura del Caribe, Cundinamarca,
Bolivar, Caldas, Choc6, Santander, Valle del Cauca, Sierra Nevada de Santamarta y Valle del
Magdalena (Harling, 1958) con temperaturas que fluctiian entre los 22 °C y 26 °C floreciendo en
mayor medida en suelos hlimedos.

Se compone de dos fases de florecimiento, la fase femenina o fase pistilada la cual se caracteriza
por generar cambios dentro de la inflorescencia, como aumento de la temperatura, aromas florales
y por consiguiente un sitio de polinizaciéon. Por otro lado, la fase masculina o estaminada,
caracterizada por la liberacion del polen, garantiza que los insectos polinizadores que la visitan
salgan cargados de granos de polen y los transporten hacia otra inflorescencia en estado receptivo,

asegurando asi la continuidad del proceso de polinizacion (Harling, 1958).

3.3. Aspectos econémicos del cultivo de la palma de iraca

Esta especie ha adquirido una gran importancia econdémica debido a su gran versatilidad
(Abahmane, 2020), sus fibras suaves, flexibles y duraderas son empleadas como materia prima
para la fabricacion de productos artesanales, como techos, cestas e historicamente la
industrializacion del cultivo se asocia a la fabricacion de sombreros, actividad que inici6 en el siglo
XVI en Montecristi en la provincia de Manabi Ecuador. Ademas, en la agroindustria es usada,
como colorante y aditivo (Ossa et al., 2023); en la industria quimica para la producciéon de papel
artesanal (Moo-Huchin et al., 2019); y en la industria farmacéutica, como fuente potencial de

metabolitos secundarios, entre ellos la capsorrubina y compuestos fendlicos como la cumarina,
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quercetina, acido clorogénico, acido cafeico y 4acido galico, conocidos por sus propiedades

antioxidantes, antimicrobianos y antiinflamatorios (Galviz, et al 2021).

Debido a que esta planta representa una fuente importante de ingreso econdémico para artesanos,
se han implementado modelos productivos que implican la entrega de los productos elaborados
con sus fibras, cumpliendo los estandares de calidad 6ptimos. Como resultado, se ha reportado un
Valor Presente Neto (VNP) de $57.762.607, lo que equivale a una tasa de interés del 46% (Garcés

et al., 2020).

3.3.1. Cultivo y economia de C. palmata en Colombia
En Colombia, el aprovechamiento comercial de la palma de iraca cobr6 importancia a mediados
del siglo XIX, cuando gran parte de la produccién de sombreros Panama se exportaba a Estados
Unidos y Europa. Este mercado tuvo su origen en Ecuador y se expandid hacia Colombia a través
del departamento de Narifio, donde municipios como Sandond, se destacaron por la elaboracion

de articulos a base de esta planta (Solano, 1997).

Con el tiempo, el uso de iraca trascendiod a la elaboracion de sombreros y se diversifico hacia
nuevas aplicaciones artesanales. En la poblacion de Arusi (Chocd), por ejemplo, se desarrollé un
proceso de transformacion de la fibra medular de los peciolos y brotes de esta planta para la
elaboracion de papel artesanal. Este procedimiento consiste en cortar los peciolos y extraer los
tejidos internos, los cuales, al igual que los brotes, son sometidos a maceracion hasta obtener
pequefias fibras. Dichas fibras pueden combinarse con papel reciclado y, tras un proceso de
tamizado, prensado y secado, se obtiene un papel artesanal de excelente calidad y presentacion

(Muioz et al., 1999).
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De manera paralela, en el departamento del Atlantico, la produccion artesanal en tejido de la
palma de iraca se ha consolidado como una de las més reconocidas a nivel nacional. El municipio
de Usiacuri se caracteriza por contar con una cultura arraigada a las artesanias, la cual es también
fuente de sustento de esta poblacion, su cultivo y transformacion artesanal han permitido

posicionar a la region a nivel nacional (Figura 2), (Ripoll et al., 2021)

Mas recientemente, la expansion del cultivo de iraca se ha extendido hacia otras regiones del
pais, como el departamento del Huila, donde en el afio 2022 un grupo conocido como mujeres
Iraca establecio el primer cultivo de esta especie para la obtencion de materia prima destinada a la
elaboracion del sombreo suacefio. Este cultivo cuenta actualmente con 2000 colinos,
contribuyendo no solo al fortalecimiento econdomico del departamento, sino también al
fortalecimiento como comunidad (Gobernacion del Huila, 2022). De igual manera, esta planta
forma parte de la economia de municipios como San Juan Nepomuceno y Coloso, gracias a la

comercializacion de sus fibras para la produccion artesanal (Zapata, 2021).

Figura 2

Artesanias realizadas con la palma de iraca.

Nota: Tomado de Thorrens Ripoll & Gonzélez Doria, 2021
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3.4. Metabolitos de las plantas

Las plantas sintetizan metabolitos primarios y secundarios, los primarios estan relacionados con
funciones vitales que debe llevar a cabo la planta como la fotosintesis, respiracion, asimilacion de
nutrientes y carbohidratos (Martin, 2018). Por otro lado, los metabolitos secundarios cumplen
funciones de defensa contra depredadores y patdgenos o pueden actuar como atrayentes o
repelentes de animales y juegan un papel importante en la respuesta al estrés oxidativo,
previniendo el aumento en la produccion de radicales libres de oxigeno (Jiménez et al., 2003). Los
metabolitos secundarios pueden clasificarse dentro de cuatro grupos seglin su origen biosintético
comun: 1. Terpenos, en los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales; 2.
compuestos fenolicos como cumarinas, flavonoides, lignina y taninos; 3. glicésidos como
saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos, glucosinolatos y; 4. alcaloides
(Kozikowski et al., 2003). Ademés de distribuirse en hojas, tallos y flores, estos metabolitos
también se localizan en las raices, las cuales poseen caracteristicas particulares que las convierten

en un organo de interés para la investigacion.

3.5. Raiz de la planta

La arquitectura radicular de una planta se compone de un 6rgano subterraneo de forma lineal
con patrones de arquitectura y crecimiento muy complejos (Oliveros et al., 2009), estando el

sistema radicular definido primordialmente por el tipo de planta, la estructura del suelo y las
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interacciones entre estos dos (Pinton et al., 2007). En el ambiente de la raiz son pocas las
variaciones encontradas, lo que se refleja en una escasa diversidad de rasgos externos o
morfoldgicos. No obstante, se ha registrado cierta plasticidad fenotipica dado que el ambiente es
macroscopicamente homogéneo, pero microscopicamente heterogéneo, pero lo suficiente para ser
detectado por la raiz durante su crecimiento, es esta plasticidad la que ha conferido al sistema
radicular desarrollar raices fibrosas cuya principal funcidn es anclar la planta al suelo (Oliveros et
al., 2009). También, posee funciones que le confieren una importancia vital para su supervivencia
y ecologia por ser un sitio con alta actividad fisioldgica, dando origen a la sintesis, acumulacion y
liberacion de compuestos, que interfieren en los patrones poblacionales intra e interespecie. Las
raices de las plantas vasculares se caracterizan por su capacidad de sintetizar metabolitos
secundarios y de ajustar sus actividades metabdlicas en respuesta al estrés bidtico y abidtico,
incluyendo la capacidad de rezumar macromoléculas hacia la rizosfera con el fin de afectar las
interrelaciones entre la planta y los organismos beneficiosos o nocivos del suelo (Flores et al.,
1999b). Esta composicion quimica ha despertado el interés en evaluar las raices no solo desde un

punto de vista morfoldgico, sino también en cuanto a su potencial actividad biologica.

3.5.1. Estudios de la actividad biolégica de raices

Las investigaciones sobre la biologia de las raices, mediante el uso de cultivos aislados,
resonancia magnética, minirizotrones portatiles y softwares de modelado, han permitido
comprender de manera mas precisa el metabolismo especifico de este drgano, resaltando su papel
esencial en la productividad y estabilidad de los ecosistemas (Flores et al., 1999b). Asimismo, se

ha evidenciado que las raices no solo cumplen funciones estructurales y fisiologicas, sino que
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también son fuente importante de metabolitos secundarios con aplicaciones medicinales, entre los
que destacan los glucosinolatos, flavonoides, cumarinas, benzoxazinoides, esteroles, triterpenos y
fitohormonas (Koprivova et al., 2022). El conocimiento generado a partir de estas investigaciones
ha permitido no solo comprender las funciones ecoldgicas y fisiologicas de las raices, sino también
reconocer su papel como reservorios de metabolitos secundarios de alto interés biologico. Esta
perspectiva abre paso al andlisis especifico de los compuestos producidos por las raices y de las

actividades bioldgicas que estos desempefian (Pang et al., 2021).

3.5.2. Metabolitos secundarios de raices con actividad biolégica

Los metabolitos secundarios de las plantas se secretan a través de las raices de estas mismas
(Elhamouly et al., 2022). Entre ellos, compuestos como cumarinas, triterpenos, flavonoides,
benzoxazinoides y fitohormonas desempefian un papel crucial tanto en el crecimiento vegetal
como en la inhibicidén de microbios rizosféricos especificos (Jia et al., 2016), (Holmer et al., 2017),
(Hu et al., 2018). Estos metabolitos cumplen funciones de sefializacion, adaptacion y de defensa.
Por ejemplo, los triterpenos amargos caracteristicos de las cucurbitaceas se exudan desde las raices
para modular el microbioma del suelo, favoreciendo la salud vegetal y la defensa natural (Zhong
et al., 2022).

Asimismo, la resistencia frente a patdégenos depende en gran medida de los compuestos
fenolicos. En el tomate la infeccion por Fusarium oxysporum, causante del marchitamiento, induce
la acumulacion de acidos fendlicos como el ferulico, cafeico y vainilico en hojas y raices

recuperadas, fortaleciendo la respuesta defensiva. De manera similar, en las raices de maiz la
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supresion en la secrecion de flavonoides y fenilpropanoides limita la colonizacion endoéfita y la
formacion de ectomicorrizas en las raices de dlamo (Alam et al., 2021).

Otros ejemplos incluyen la nicotina en el tabaco, un alcaloide sintetizado en las raices, que se
transporta hacia las hojas desde las raices para almacenarse en las vacuolas foliares (Creelman et
al., 1997) y las cumarinas hidroxiladas producidas por Arabidopsis bajo condiciones de estrés
biotico y abiodtico, como la escopolina, que se acumula en tallos y raices (Al-Khayri et al., 2023).
Finalmente, una amplia diversidad de metabolitos secundarios derivados de raices como
pirancoumarinas, flavonoides, esteroles, acido oleandlico, extraidos de la especie Ficus nervosa
que exhiben actividad antimicrobiana (Chen et al., 2010) e isoflavonas y resveratrol de la especie
Spirotropis longifolia relacionados con actividad antifungica (Basset et al., 2012),consolidan a los
metabolitos como una valiosa fuente de compuestos naturales con aplicaciones bioldgicas (Zhou
et al., 2023). El papel de los metabolitos secundarios producidos por las raices no se limita
unicamente al ambito ecologico, pues varios de ellos han demostrado actividad frente a
microorganismos patogenos. Esta relacion ha despertado un creciente interés en el estudio de
microorganismos de importancia clinica, ya que constituyen una de las principales causas de

infecciones en humanos y representan un desafio para la salud publica (Mufioz et al., 2023).

3.6. Microorganismos

3.6.1. Staphylococcus aureus
Es una especie bacteriana Gram positiva no moévil que forma parte de la familia
Staphylococcaceae género Staphylococcus, el cual contiene mas de 30 especies diferentes (Jaime

et al., 2006) considerado como un patégeno con gran potencial para causar multiples infecciones
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en el ser humano y los animales. S. aureus es una de las especies mds virulenta, responsable de un
amplio espectro de enfermedades que van desde infecciones en la piel y tejidos blandos hasta
infecciones graves que amenazan la vida como foliculitis, forunculosis, endocarditis, septicemias,
meningitis, neumonias o bacteriemias (Cervantes et al., 2014) e infecciones del sistema nervioso
central, incluidos abscesos cerebrales, infecciones neuroquirurgicas y abscesos epidurales (John,
2004). Esta bacteria representa uno de los patdgenos mas importantes ya que abundan en
comunidades y hospitales causando gran morbilidad y mortalidad entre el 25% y 63% (Howe et
al., 1996). Desde la introduccion de la penicilina a finales de 1940 y hasta la actualidad, se ha
adaptado facilmente a tal punto que es capaz de adquirir resistencia a cada nuevo tipo de farmaco
(Foster, 2002). Actualmente se reporta una resistencia a la penicilina del 80%-93% en cepas
aisladas de hospitales y comunidades (Gonzalez, 2010). El Sistema Nacional de Vigilancia de
Infecciones Nosocomiales (NNIS,2005) de EUA determind que en pacientes hospitalizados la
prevalencia de cepas de S. aureus resistente a la meticilina se increment6 del 4% en 1980 a 31.9%
en 1996, en 2001 se tenia un 55% de incidencia y para el 2004, alcanzo6 al 60.7%, en algunos
hospitales se han reportado incidencias hasta del 80% (Jaime A et al., 2006). Para el 2020 el nuevo
Sistema Mundial de Vigilancia Antimicrobiana de la OMS (GLASS) reporté 102.108 nimero de
aislamientos de este patdogeno, donde 54.238 pertenecen a la cepa S. aureus y en Colombia el
informe realizado por la organizacion panamericana de la salud report6 38.297 aislamientos para

este mismo afo (Gutiérrez, 2015) (World Health Organization, 2021)

3.6.2. Escherichia coli
E. coli es uno de los microorganismos predominantes de la flora facultativa no patdégena del

intestino humano, se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, anaerobico facultativo, mévil
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mediante flagelo y perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria habita en el intestino
grueso de humanos y animales de sangre caliente, aunque la mayoria viven de manera inofensiva
en el colon (Merino et al., 2018), algunas de estas cepas han desarrollado la capacidad de causar
enfermedades del sistema gastrointestinal, urinario o nervioso (Nataro et al., 1998). Es uno de los
microorganismos mas estudiados a nivel mundial debido al problema de salud publica que
producen, tales como infecciones extraintestinales, del tracto urinario y sepsis neonatal, ademas
de hacer parte de una amplia gama de agentes infecciosos que posee resistencia a los
antimicrobianos (Vila et al., 2016).

En un informe reciente de la organizacion mundial de la salud (OMS), E. coli estéd incluida en
una lista de los nueve principales microorganismos de preocupacién internacional que causan las
infecciones mas comunes en diferentes entornos como hospitales, comunidades y a través de la
cadena alimentaria (World Health Organization, 2014). Seglin el ultimo informe del Centro
Europeo para el control de enfermedades (ECDC) sobre resistencia a los antimicrobianos obtenido
a través de la base de datos EARS-Net, en Europa, la resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacion, en su mayoria debido a la produccion de f-lactamasas de espectro extendido tiene un
valor medio del 12,6% y oscil6 entre el 5,0% en Islandia y casi el 40% en Bulgaria, estos aislados
también fueron resistentes a aminoglucédsidos y fluoroquinolonas y el porcentaje medio de
resistencia combinada de cefalosporinas, aminoglucdsidos y fluoroquinolonas de tercera
generacion fue de casi el 5% y en otras zonas geograficas, como China, India y Oriente Medio, la
resistencia a los antimicrobianos de E. coli parece ser mayor (Vila et al., 2016). Para el 2020 el
nuevo Sistema Mundial de Vigilancia Antimicrobiana de la OMS (World Health Organization,

2021) reportdé 154.109 numero de aislamientos de este patdogeno y en Colombia el informe



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA RAIZ DE LA PALMA DE IRACA 31

realizado por la organizacion panamericana de la salud en el afio 2020 report6 44.748 aislamientos

(Gutiérrez, 2015).

3.6.3. Salmonella enterica

Es una bacteria Gram negativa anaerobia facultativa con forma de baston, y mévil mediante
flagelos peritricos (Andino et al., 2015). Posee la capacidad de crecer en citrato como unica fuente
de carbono, descarboxilar lisina e hidrolizar urea (Jensen et al., 2000). El nicho principal de las
serovariedades de Sa/monella son el tracto intestinal de humanos y animales de granja. También
puede estar presente en el tracto intestinal de aves silvestres, reptiles y ocasionalmente insectos. El
suelo, la cama, la basura y la materia fecal se identifican cominmente como fuentes de
contaminacion por Salmonella en las granjas (Gonzalez et al., 2014). De igual manera, el agente
causante de gastroenteritis neutrofilica y sepsis (Knodler et al., 2019).

Salmonella es uno de los principales patégenos que exhiben un problema de salud publica en

todo el mundo, se estima que anualmente generan 93.8 millones de casos de salmonelosis y

155.000 muertes (Eng et al., 2015). Esto se debe principalmente a la apariciéon de serotipos

multirresistentes (MDR), lo cual genera un gran impacto en la eficacia del tratamiento con
antibioticos tradicionales y una prevalencia creciente de estas cepas (MDR) (Jensen et al., 2000).
El Sistema Mundial de Vigilancia Antimicrobiana de la OMS (World Health Organization, 2021)
reporto para el afio 2020 la prevalencia de resistencia a los antimicrobianos por Salmonella de un
total de 2.568 numero de aislamientos a nivel latinoamericano y en Colombia el informe realizado
por la organizacion panamericana de la salud en el afio 2019 reportd 123 aislamientos de

Salmonella Typhimurium (Gutiérrez, 2015).
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3.7. Solventes de extraccion

El disolvente utilizado para la extraccidn de metabolitos secundarios en plantas medicinales
también se conoce como menstruo. La eleccion del disolvente depende del tipo de planta, la parte
de la planta de donde se va a extraer, la naturaleza de los compuestos bioactivos, el tipo de
compuestos de interés a extraer y la disponibilidad del disolvente. Los disolventes polares como
el agua, el metanol y el etanol se utilizan para la extraccion de compuestos polares, mientras que
los disolventes no polares como el hexano y el cloroformo se utilizan para la extraccion de
compuestos no polares (Sasidharan et al., 2011). Debido a que los compuestos objetivo pueden ser
desde no polares a polares y térmicamente labiles, se debe considerar la idoneidad de los métodos
de extraccion. Por esta razon, se emplean comunmente varios métodos, como la sonicacion y la
extraccion soxhlet. El uso de solventes adecuados resulta determinante para la obtencion eficiente
de metabolitos, ya que su polaridad condiciona el tipo y la cantidad de compuestos extraidos. Sin
embargo, la eleccion del solvente constituye solo un primer paso en este proceso, que debe
complementarse con la aplicacion de técnicas de extraccion especificas que permitan aislar,

concentrar y purificar dichos metabolitos de manera optima (Abd et al., 2021).

3.8.Técnicas de extraccion de metabolitos secundarios

En la actualidad, las técnicas de extraccion de metabolitos secundarios abarcan métodos como
la extraccion asistida por ultrasonido (EAU), extraccion Soxhlet y la extraccion con disolventes a
baja presion (LPSE) (Galviz, et al., 2021). Dentro de los procedimientos convencionales, la
maceracion se considera uno de los mas sencillos y ampliamente usados, pues consiste en mantener

el material vegetal en contacto con un solvente bajo condiciones ambientales durante un tiempo
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determinado, con agitacion intermitente; al concluir el proceso, el extracto obtenido se filtra y
concentra generalmente mediante un rotoevaporador (Bitwell et al., 2023). Una variante de esta
técnica es la digestion, en la cual se aplica un ligero calentamiento que incrementa la eficiencia
de la extraccion al favorecer la solubilidad de los compuestos (Bitwell et al., 2023), aunque con la
desventaja de que pueden perderse metabolitos de naturaleza volatil debido a la temperatura. Por
su parte, la percolacion se diferencia de la maceracion en que el disolvente, comunmente alcohol
etilico, circula lentamente a través del material vegetal dispuesto en un percolador,
enriqueciéndose gradualmente de fitoquimicos a medida que atraviesa la muestra y siendo
reemplazado continuamente por nuevo solvente afiadido en la parte superior, lo que mejora la
eficiencia del proceso en comparacion con la maceracion estatica (Bitwell et al., 2023).

A escala industrial el proceso de extraccion mas viable econdmicamente para la obtencion de
estos compuestos bioactivos es por medio de la extraccion por solvente convencional (CSE) con
80% etanol seguida de una extraccion con fluidos supercriticos (SFE) para obtener aceites y
extractos ricos en compuestos fenolicos y para mayores rendimientos (SFE+CSE) (Best et al.,
2022). La extraccion con hexano permite obtener aceites esenciales, triterpenos, esteroides,
carotenoides, acidos grasos, alcaloides, agliconas flavonoides y cumarinas (Rodas, 2004). La
seleccion de la técnica de extraccion adecuada permite aislar y concentrar los metabolitos de
interés; no obstante, para comprender su naturaleza quimica y confirmar su identidad, es

indispensable aplicar métodos analiticos que faciliten su caracterizacion.
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3.9.Técnicas para la caracterizacion quimica de extractos

La caracterizacion quimica de los extractos vegetales constituye un paso esencial para
comprender la diversidad de metabolitos presentes y correlacionarlos con las actividades
bioldgicas observadas. Para ello, se emplean distintas técnicas analiticas, que van desde métodos
espectroscopicos como la espectrofotometria UV-Vis y la espectroscopia infrarroja (FTIR)
(Mabasa et al., 2021), hasta técnicas cromatograficas y espectrométricas de alta resolucién, como
la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)
(Dwivedi et al., 2021) o la resonancia magnética nuclear (RMN) (Singh et al., 2023). Estas
herramientas permiten tanto la identificacion cualitativa como la cuantificacion precisa de los
compuestos bioactivos, asi como el estudio de sus estructuras quimicas. Dentro de estas
metodologias, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (Ramya et
al., 2022) ocupa un lugar destacado por su capacidad para separar, identificar y caracterizar
compuestos volatiles o semivolatiles, incluidos muchos metabolitos secundarios derivados de
plantas. Su principio de funcionamiento se basa en la distribucion de la muestra entre dos fases, la
fase movil, constituida por un gas portador inerte cuya funcion es transportar los compuestos a
través de la columna, y la fase estacionaria, conformada por el material adsorbente que favorece
la separacion. Posteriormente las moléculas alcanzan el detector de espectrometria de masas,
donde son ionizadas y se registra la relacion masa-carga (m/z) de los iones generados. Entre las
fuentes de ionizacion mas empleadas destacan la ionizacion por impacto electronica y la ionizacion
quimica, mientras que los analizadores de masas mas comunes son los de cuadrupolo y trampa

i6nica (Skoog et al., 2015)



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA RAIZ DE LA PALMA DE IRACA 35

4. Antecedentes

A lo largo de la historia, las raices de plantas han sido empleadas en la medicina tradicional de
diversas culturas por su capacidad para aliviar y tratar multiples afecciones (Petrovska, 2012). Este
uso ha despertado interés cientifico en la investigacion de los extractos de raices, debido a su alto
contenido de compuestos bioactivos como alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos,

terpenos, saponinas y acidos grasos (Girish et al., 2008; Saadony et al., 2025).

En este contexto diversos trabajos de investigacion han evaluado la actividad biologica de
extractos de raices de distintas especies vegetales. Por ejemplo, la actividad antimicrobiana de los
extractos de la raiz de R. hastatus se atribuye a la presencia de alcaloides, antraquinonas,
flavonoides y saponinas (Sahreen et al., 2015). Las plantas de la familia Solanaceae sintetizan
alcaloides como la hiosciamina y escopolamina que sirven como relajantes del musculo liso y
tratamiento de mareo, asi como los poliacetilenos derivados de é4cidos grasos con actividad
nematicidas, presentes en las raices de la caléndula, junto a otros compuestos con efectos
fitotoxicos, antifingicos y antibacterianos (Flores et al., 1999). Las raices de la planta E.
japonicum cultivada en Polonia, contienen derivados de isotiocianto de alilo, flavonoides,
fenilpropanoides y carotenoides, que aportan numerosas actividades biologicas, como propiedades
antiinflamatorias, antigenotoxicas, antioxidantes, anticancerigenas, neuroprotectoras Yy

antiobesidad (Santos et al., 2023).

De igual manera, investigaciones recientes han sefialado que los residuos agroindustriales de la
palma de iraca representan una fuente importante de metabolitos secundarios. Los extractos

etandlicos de los residuos de la palma obtenidos mediante extraccion asistida por ultrasonido
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(EAU) indican actividad antioxidante y antimicrobiana contra E. coli a una concentracion del 50%
(p/v) y S. aureus a una concentracion del 20% (p/v). Esta actividad antimicrobiana se atribuye
principalmente a la presencia de compuestos fendlicos como la cumarina, el 4cido clorogénico, el

acido cafeico y el acido galico (Galviz et al., 2021).

Ademas, se han realizado bioensayos especificos para evaluar la actividad bioldgica de estas
raices, mediante métodos in vitro como pruebas de inhibicion bacteriana, ensayos antioxidantes y
ensayos celulares orientados a determinar propiedades antiinflamatorias o citotdxicas. En el caso
particular de la palma de iraca, los extractos de las infrutescencias obtenidos mediante extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) fueron sometidos a bioensayos de actividad antioxidante y
antimicrobiana. Los primeros permitieron establecer su capacidad para neutralizar radicales libres,
mientras que en las pruebas antimicrobianas los extractos etandlicos mostraron inhibicidn frente a
bacterias como E. coli 'y S. aureus en concentraciones especificas, confirmando asi el potencial de

sus compuestos fenolicos como agentes antibacterianos (Galviz et al., 2021).

De forma complementaria, estudios realizados con otras especies vegetales como Hyssopus
officinalis, Ocimum basilicum y Teucrium chamaedrys también han reportado actividades
antioxidantes y antimicrobianas in vitro (Vlase et al., 2014). Para ello se emplearon pruebas como
la eliminacion de radicales DPPH, el ensayo TEAC, la inhibicion de la actividad de la hemoglobina
ascorbato peroxidasa (HAPX) y la deteccion de radicales libres por resonancia paramagnética
electronica (EPR), evidenciando un alto potencial antioxidante. Asimismo, su actividad
antimicrobiana se determin6 mediante el ensayo de difusion en disco, mostrando inhibicion frente

a diversas bacterias (Vlase et al., 2014). Estos estudios permiten caracterizar y comparar la eficacia
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de los extractos, asi como identificar los metabolitos responsables de la actividad biolédgica, lo que

resulta crucial para futuros desarrollos farmacoldgicos.

Tras la evidencia aportada por los bioensayos, resulta fundamental comprender qué tipos de
metabolitos son responsables de la actividad biologica observada en los extractos de raices. Entre
ellos, destacan los alcaloides, los compuestos fenolicos, los flavonoides y los acidos grasos, que
se han identificado como los principales grupos de interés debido a su amplia variedad de efectos
bioldgicos (El-Saadony et al., 2025; Girish et al., 2008). A continuacion, se describen las
caracteristicas mas relevantes de cada uno de estos grupos de compuestos, resaltando su papel en

la actividad biologica:

4.1. Alcaloides

Los alcaloides son compuestos orgdnicos que contienen nitrégeno, con la excepcion de
aminoacidos, péptidos, purinas y derivados, aminoazlcares y antibioticos. Segun la biogénesis, los
alcaloides se clasifican, en general, en alcaloides verdaderos, protoalcaloides y pseudoalcaloides
(Wansi et al., 2013). Los alcaloides verdaderos se producen a partir de aminoacidos y comparten
un anillo heterociclico que contiene nitrogeno. Son bioldgicamente activos y extremadamente
reactivos. Los protoalcaloides poseen un 4&tomo de nitrégeno obtenido de un aminoacido, pero no
pertenecen al sistema de anillos heterociclicos (Zandavar et al., 2023). Por otro lado, los
pseudoalcaloides no se generan directamente de los aminoacidos y en su reaccion de
transaminacion se produce un proceso de aminacion relativamente tardio, al donar un 4tomo de

nitrogeno de una fuente de aminoacidos (Wansi et al., 2013).
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Desde el punto de vista metabolomico, cumplen un papel esencial de defensa en las plantas,
frente a herbivoros, patégenos y estrés ambiental, ademds de intervenir en procesos de
sefalizacion y alelopatia. (Wink, 2003). Al poseer un dtomo de nitrogeno aceptor de protones
y uno o mas atomos de hidréogeno aminico donadores de protones, los alcaloides forman
facilmente enlaces de hidrégeno con proteinas, enzimas y receptores lo que explica sus
multiples actividades bioldgicas, entre ellas propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias,

analgésicas y anticancerigenas (Cushnie et al., 2014).

4.2.Compuestos fenolicos

Constituyen un grupo de metabolitos secundarios de bajo peso molecular, definidos por la
presencia de almenos una unidad fendlica en su estructura bésica (Figura 3). Segln su estructura
quimica, se clasifican en diferentes subgrupos, como los acidos fenoélicos, los flavonoides, los
taninos, las cumarinas, los lignanos, las quinonas, los estilbenos y los curcominoides (Ren-You
Gan et al., 2019). Se caracterizan por ser antioxidantes primarios que son principalmente
captadores de radicales libres que retrasan o inhiben el paso de iniciacion o interrumpen el paso
de la propagacion de la oxidacion de lipidos, este potencial antioxidante depende del numero y
disposicion de los grupos hidroxilo(Shahidi et al., 2015). Metabolicamente cumplen funciones de
proteccion de tejidos vegetales contra radiacion UV, participan en la defensa de las plantas contra
herbivoros, hongos y virus (Cheynier, 2012) . Lo que los convierte en compuestos de gran interés

tanto en biomedicina como en la industria alimentaria.
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Figura 3

Estructura de los compuestos fenolicos
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4.3. Flavonoides

Consisten en un gran grupo de compuestos polifendlicos que tienen una estructura de benzo -
y -pirona y estan presentes de forma ubicua en las plantas. Quimicamente se basan en un esqueleto
de quince carbonos que consiste en dos anillos de benceno (Figura 4) unidos a través de un anillo
de pirano heterociclico. Se dividen en una variedad de clases, como: flavonas, flavonoles,
flavanonas, entre otras (Kumar et al., 2013). Esta diversidad estructural se relaciona con una amplia
variedad de funciones biologicas y ecoldgicas, como la proteccion ante el dafio oxidativo, la
absorcion de radiacion ultravioleta, defensa contra patdogenos y atraccion de polinizadores a través
de pigmentacion floral (Winkel-Shirley, 2001). Desde el punto de vista metabolomico y
farmacologico, destacan por su potente actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana,
antiviral y anticancerigena, atribuida a su capacidad para inhibir enzimas, actuar como moléculas

sefializadoras e interactuar con receptores celulares (Panche et al., 2016).
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Figura 4

Estructura basica de los flavonoides

Nota: Tomado de (Kumar & Pandey, 2013)

Diversos estudios han demostrado que estos metabolitos secundarios poseen importantes
actividades bioldgicas, incluyendo propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias
y antitumorales (Nasri et al., 2014). Por lo que, el andlisis fitoquimico y farmacologico de los
extractos de raices se ha establecido como una linea de investigacion prometedora para el

desarrollo de nuevos agentes terapéuticos de origen natural.

4.4. Terpenos
Son compuestos organicos aromadticos y volatiles que estdn constituidos por la union de
unidades de un hidrocarburo de 5 4tomos de carbono, llamado isopreno. Se clasifican en
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos y
tetraterpenos (Loreto et al., 2014). Desde el punto de vista bioldgico, cumplen un papel crucial en
la interaccidon planta—ambiente, participando en la defensa contra herbivoros y patégenos, en la
atraccion de polinizadores y en la proteccion frente a entornos abidticos y bioticos (Schrader et al.,

2015). Ademas, poseen una gran relevancia farmacologica e industrial, dado que muchos terpenos
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presentan propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas, lo que

los convierte en candidatos prometedores para el desarrollo de farmacos (Chen et al., 2011).

4.5. Acidos grasos
Los acidos grasos (CH>-R-COOH) consisten en largas cadenas de hidrocarburos hidrofobos, a
menudo no ramificados, con grupos de acido carboxilico hidrofilos en un extremo. Son una fuente
importante de energia de reserva y componentes esenciales de los lipidos de membrana en todos
los organismos vivos. En las plantas, las vias metabdlicas de los AG desempefian un papel

importante en la defensa de los patogenos (Kachroo et al., 2009).

4.6. Saponinas
Son metabolitos secundarios caracterizados por su naturaleza glicosida. Estan compuestas por
una aglicona liposoluble que consiste en un esterol, 0 mas cominmente, un triterpenoide, y una
fraccion glicona constituido por una azicar liposoluble. Debido a su naturaleza anfifilica, son
altamente tensioactivas y sus actividades biologicas estan estrechamente relacionadas con su
estructura quimica (Moghimipour et al., 2015). Desde el punto de vista bioldgico y metabolomico,
las saponinas cumplen funciones defensivas y participan en interacciones alelopaticas (Augustin

etal., 2011).
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5. Metodologia

Etapa 1. Obtencion de los extractos de la raiz de la especie vegetal C. palmata

5.1. Recoleccion de la muestra
El material vegetal fue recolectado en Rio negro, Santander durante el mes de diciembre de
2024.
Figura §

Material vegetal recolectado

5.2. Preparacion de la muestra de la especie vegetal C. palmata

5.2.1. Liofilizacion
Las raices se lavaron cuidadosamente con agua destilada para eliminar cualquier residuo de
suciedad o material externo adherido. Posteriormente, se cortaron en fragmentos pequefios, con el
fin de favorecer un secado més eficiente y homogéneo. Los fragmentos obtenidos fueron colocados

en tubos falcon y sometidos a un proceso de precongelacion a -30 °C durante 24 horas. Una vez
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completado el precongelamiento, los fragmentos fueron liofilizados en un liofilizador (LY O60B-
1PT-0.9L, infitek Co., Ltd, China). El proceso de liofilizacion inici6 a una temperatura de -20°C
y presion de 1Pa. A lo largo del proceso, la temperatura descendid progresivamente hasta alcanzar
los -60 °C y el proceso durd alrededor de 72 horas, permitiendo una deshidratacion eficiente
mediante sublimacion, y garantizando la conservacion de los compuestos. Finalmente, la muestra
seca fue transferida a un tubo Falcon de 20 mL, previamente recubierto con papel de aluminio para
protegerla de la luz y posteriormente, fue almacenada en un congelador a -20 °C para su uso en el
proceso de extraccion.
5.2.2. Extraccion acuosa de los metabolitos de la raiz de la especie vegetal C.
palmata

Las muestras secas se cortaron en pequeflos trozos y se trituraron en un mortero con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino. A partir de este material, se tomaron 16 g que fueron sometidos
a extraccion secuencial por maceracion con disolventes de polaridad creciente: n-Hexano (150
mL), cloroformo (150 mL) y acetato de etilo (150 mL). Cada extraccion se realizd a temperatura
ambiente durante 12 h y agitacion continua. Los extractos obtenidos fueron filtrados con papel de
grado cualitativo (Whatman Grade 1, Cytiva) y posteriormente concentrados hasta sequedad bajo
presion reducida en un evaporador rotatorio (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Hei-VAP
Precision, Alemania) (40 °C, 66 rpm). La presion aplicada se ajustd segun el disolvente, evitando
superar la temperatura de ebullicién y la formacion de burbujas; la primera gota de solvente se
observo a 353 mbar para n-hexano, 456 mbar para cloroformo y 235 mbar para acetato de etilo.
Una vez secos, los extractos fueron redisueltos en el mismo solvente hasta evaporacion y obtencion
del extracto puro. Finalmente, cada muestra se peso para determinar su rendimiento y se almacend

a -30°C hasta su posterior analisis, tomado de (Asmah et al., 2020).
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Figura 6

Preparacion y extraccion de la muestra.

Nota: a). Liofilizacion de las raices, b). Pulverizacion, ¢). Extraccion, d). Rotoevaporacion,

e). Extractos.

Etapa 2. Estudio de la actividad antimicrobiana

5.3. Activacion de las cepas bacterianas
Se activaron cuatro cepas bacterianas, S. entérica serovar Enteriditis ATCC 13076, S. aureus

ATCC 43300 y ATCC 25923 y E. coli ATCC 11775 las cuales fueron obtenidas del American
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Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA). De cada cepa, previamente descongelada,
se tomd una alicuota de 10 uL que fue inoculada en 5 mL de medio liquido infusién cerebro
corazon (BHI) y posteriormente incubada a 37 °C por 24 h. Los medios de cultivo fueron

adquiridos de OXOID (Hampshire, UK) (Paredes et al., 2014).

5.4. Preparacion de soluciones stock de antibioticos para control
Se prepararon soluciones stock de antibidticos a una concentracion de 10 mg/mL. Para ello, se
pesaron 52,6 mg de oxacilina (empleada frente a S. aureus ATCC 25923 y ATCC 43300) y 50 mg
de kanamicina (empleada frente a S. enterica ATCC 13076y E. coli ATCC 11775), disolviéndose
cada uno en 5 mL de agua estéril. A partir de las soluciones stock, se realizaron diluciones seriadas
para obtener concentraciones de 6 mg/mL, 3 mg/mL y 1.5 mg/mL. Como referencia, se
consideraron los valores establecidos por el (CLSI. 2015), empleando la concentracion de 3

mg/mL como control positivo (Barnes et al., 2023).

5.5. Preparacion del microorganismo

A partir de las cepas activadas, se tom6 una colonia aislada y se sembr6 en medio Infusion
Cerebro Corazon (BHI) previamente esterilizado, utilizando un asa bacteriologica mediante la
técnica de estria por agotamiento. Las placas se incubaron a 37 °C durante 12 h para obtener
cultivos frescos.

Posteriormente, se prepararon preinoculos en medio liquido. Para S. aureus ATCC 43300 y
ATCC 25923 se empled caldo Miieller-Hinton (MH), mientras que para S. enterica serovar
Enteritidis ATCC 13076 y E. coli ATCC 11775 se utiliz6 caldo Luria-Bertani (LB). En cada caso,

se adicionaron 3 mL de medio fresco en tubos estériles, a los cuales se inoculd una colonia de cada
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cepa recién activada. Los cultivos se incubaron a 37 °C con agitacion constante a 200 rpm durante
12-14 h.

El preindculo obtenido se ajustdé a una densidad celular equivalente a 0,5 en la escala de
McFarland (1 x 10® UFC/mL) mediante una dilucién 1:10, mezclando 500 pL del cultivo con 4500
pL de medio LB estéril. Posteriormente, se realizé una siembra masiva mediante un hisopo estéril
impregnado con el inoculo ajustado en cajas Petri que contenian medio MH, asegurando una

distribucion homogénea sobre la superficie del agar (Paredes et al., 2014).

5.6. Método de difusion en disco de agar

El ensayo antibacteriano se realizd de acuerdo con el método estdndar de difusion en agar
realizado por (Hudzick, J. 2009). Se tomé papel filtro y se perfor6 hasta obtener un diametro de 6
mm y se esterilizdé en autoclave antes de su uso. En cada placa de agar Mueller-Hinton (MH)
inoculadas con las diferentes cepas bacterianas de S. aureus, S. enterica y E. coli se agregd 10 pL.
de los extractos a diferentes concentraciones en un rango de 40-10 mg/mL. Posteriormente los
microorganismos fueron incubados a 37°C durante 24 h. Transcurrido el periodo de incubacion,
se midio el halo de inhibicion. La formacion de una zona de inhibicion clara alrededor de los
pocillos con un (didmetro > 1 mm) se tom6 como medida de susceptibilidad significativa.

Como control positivo se emplearon los antibidticos oxacilina para S. aureus ATCC 25923 y
ATCC 43300, y kanamicina, para S. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 y E. coli ATCC
11775, a una concentracion de 3 mg/mL, de acuerdo con los valores establecidos por el Clinical
& Laboratory Standards Institute (CLSI) con el fin de estandarizar el método. Por otro lado, se us6
como control negativo agua estéril y como control adicional los solventes con los cuales se hizo la

extraccion. Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado (Bhuvaneswari, 2021),
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para garantizar reproducibilidad. Asimismo, los ensayos de actividad antimicrobiana se realizaron
empleando agua MilliQ de resistividad 18.2 Q, obtenida del Equipo Smart 2 Pure (Thermo Fisher

Scientific, MA, USA).

5.7. Analisis estadistico

Se realizd un andlisis de varianza de dos factores (ANOVA), con un nivel de confianza del
95%, con el proposito de determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos evaluados. Previo al andlisis de varianza, se verificd el cumplimiento de los
supuestos estadisticos incluyendo el nivel de medida de las variables, la independencia de las
mediciones, la distribuciéon normal y la homogeneidad de varianzas.

La normalidad de los datos se comprobd mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la inspeccion
visual del grafico Q—Q plot, mientras que la homogeneidad de varianzas se evalu6 utilizando la
prueba Brown-Forsyte (equivalente a la prueba de Levene). En aquellos casos en los que los datos
no cumplieron los supuestos de normalidad o varianza homogénea, se aplico una transformacion
logaritmica [log10(y+1)] y se reevaluaron los criterios.

Cuando los supuestos del ANOVA no se cumplieron, incluso después de la transformacion, se
empled la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. Todos los analisis se realizaron utilizando el

software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.). (Apéndice B)
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Etapa 3. Caracterizacion quimica de los extractos

5.8 Caracterizacion por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/MS)

La identificacion de los componentes presentes en el extracto fue analizada por cromatografia
de gases-espectrometria de masas (GC-MS), mediante un cromatografo Agilent Technologies
7890B, acoplado a un detector de masas de impacto electrénico 5977B MsD fijado a 70 eV, con
un puerto de inyeccion split, equipado con una columna apolar HP-SMSUI de Agilent (30 mx 0,25
mm x D.10,25um), recubierto con 5% de fenilo y 95% de metilpolisiloxano y flujo de 0,9 mL/min
de helio (99% pureza).

Inicialmente la muestra fue sometida a un proceso de derivatizacion en un vial de analisis. Para
ello, se pesaron 10 mg del extracto y se adicionaron 50 pL. de MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida) y 50 puL de piridina, la mezcla se incub6 en un bafo a 60°C durante una hora,
con el objetivo de favorecer la derivatizacion (yuan et al., 2015). Este procedimiento permite
transformar los compuestos presentes en derivados mas volatiles y termoestables, adecuados para
su posterior andlisis mediante cromatografia de gases. Posteriormente, la solucion fue filtrada tres
veces mediante un filtro (Millex Samplicity Filter, Merck KGaA, Alemania) de membrana
hidrofilica de 0,22 pm, asegurando la eliminacion completa de particulas en suspension antes del
analisis instrumental.

La inyeccion de la muestra fue de 0,1 uL, la temperatura del inyector fue de 250°C y el
programa de temperatura de la columna inici6 a 50 °C, posteriormente se incrementd a una

velocidad de 10 °C/min y aument6 linealmente hasta 250 °C (mantenido durante 5 min). La fuente
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de espectrometria de masas se fijo a 230 °C y el rango de masas fue m/z 40-600 amu (Van Chen
et al., 2024). Se utilizo el software Masshunter Qualitative Analysis (Version B,07,00) x para el
analisis quimico y los espectros de masas fueron comparados con los reportados por las bases de
datos NIST MS Program, Maryland, Estados Unidos y National Center for Biotechnology
Information.

6 Resultados y discusion

6.1 Etapa 1: Porcentaje de rendimiento de las extracciones
El rendimiento de la extraccion con los solventes: n-Hexano, cloroformo y acetato de etilo, se

calcul6 usando la ecuacion 1 tomada de (Ngamkhae et al., 2022).
. w; .
Rendimiento (%) = (—) x 100 Ecuacion 1
w2

Donde (W;) indica la masa del extracto seco obtenido tras eliminar el solvente, (W,) la masa
de la muestra inicial pulverizada. Los extractos presentan diferentes rendimientos de extraccion,
los cuales se resumen en la (Tabla 2). Se observa que los valores obtenidos son relativamente
bajos, lo cual es comun en este tipo de procesos, particularmente cuando se trabaja con material
vegetal seco, donde la concentraciéon de metabolitos disponibles suele ser limitada, como se
muestra en los resultados del rendimiento reportados en (Petkova et al., 2023a). De igual manera,
investigaciones previas sobre la extraccion de raices empleando solventes de polaridad creciente,
como n-Hexano, cloroformo y acetato de etilo, han demostrado rendimientos igualmente
reducidos. Por ejemplo, en el caso de Echinacea purpurea, se reportaron valores de 0.3%, 4.6% y
0.4% respectivamente, empleando 100 g de material vegetal y una agitacion continua de 24h
(Petkova et al., 2023b). Resultados similares se obtuvieron en Plumbago zeylanica, con

rendimientos 0.25% para n-Hexano y 0.52% para cloroformo (Dwivedi et al., 2023). Asimismo,
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en Calpurnia aurea se describio un rendimiento del 1.78% para el extracto obtenido con acetato
de etilo (Kebede et al., 2021) En concordancia con estos hallazgos, se refuerza la tendencia general
observada en este tipo de matrices vegetales

De igual manera, es importante considerar que la extraccion de los metabolitos secundarios se
da inicialmente por la penetracion del disolvente en la matriz celular, posteriormente los
metabolitos afines a este solvente se disuelven y difunden fuera de la matriz solida (Zhang et al.,
2018). Teniendo en cuenta que cada una de estas etapas ocurre de forma secuencial y a un ritmo
lento, la eficiencia del proceso se ve limitada por la ausencia de un impulso térmico que acelere la
transferencia de masa. Sin embargo, la aplicacion de calor no es viable, ya que podria provocar la
pérdida de metabolitos volatiles y, como resultado, el rendimiento de extraccion se veria
comprometido debido a la lentitud del proceso y la necesidad de preservar compuestos sensibles
al incremento en la temperatura como lo expresado por (Yim et al., 2013).

Por otro lado, las raices poseen menor cantidad de metabolitos secundarios comparados con
hojas y flores (Wakeel et al., 2019), dado que, en su mayoria los tejidos vegetales expuestos al
ambiente son generalmente mas activos en biosintesis de compuestos relacionados con la defensa,
metabolismo y respuesta a estimulos del entorno que desempefian los érganos mas externos que
posee la planta.

De igual manera, la polaridad del disolvente influye directamente en el rendimiento de
extraccion, ya que determina la solubilidad de los compuestos presentes en la muestra. Cuando la
polaridad del disolvente no es adecuada, la solubilidad de los metabolitos se ve limitada, lo que
reduce significativamente el rendimiento del extracto (Abubakar et al., 2020).

Ademas de la afinidad entre disolvente y compuesto, otro factor clave que influye en el

rendimiento de extraccion es la interaccion entre el analito y la matriz vegetal (Nadar et al., 2018),
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ya que la sintesis y acumulacion de compuestos bioactivos vegetales tienen lugar tanto en el
citoplasma de las células vegetales como en la zona de las paredes celulares, (véase en el apéndice
A). Algunos de estos metabolitos se unen firmemente a la matriz vegetal mediante enlaces
quimicos y son dificiles de aislar mediante extraccion rutinaria con disolventes. Estos compuestos
pueden localizarse intra y extracelularmente y en muchos casos estdn ligados mediante
interacciones hidrofilicas o enlaces de hidrogeno, con elementos de las paredes celulares, como
pectinas, celulosa y hemicelulosa (Kutchan, 2005). Como consecuencia, la extraccion inicamente
con solventes puede llegar a ser algo ineficaz, ya que no se logra el rompimiento total de estas
interacciones, por ello usualmente se opta por recurrir al uso de enzimas especificas como
celulosas, pectinasas, hemicelulasa, proteasa y xilanasa (Nadar et al., 2018) capaces de degradar

la pared celular para posteriormente facilitar la liberacion de estos compuestos bioactivos.

Tabla 2

Rendimiento de extraccion de los diferentes solventes

Cantidad de Rendimiento

Solvente extracto obtenido % + o6 (n=4)
[2]

n-Hexano 0,0848 0,510+ 0,001

Cloroformo 0,0485 0,292 + 0,000

Acetato de etilo 0,0411 0,247 £ 0,002
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6.2 Etapa 2: Evaluacion de la actividad antimicrobiana
El efecto antimicrobiano de los extractos obtenidos de las raices de C. palmata, se llevo a cabo
mediante el método de difusion en agar (Kirby-Bauer). Los resultados del halo de inhibicion
bacteriana producido por cada extracto frente a diferentes cepas se presentan en la (Tabla 3-5)
Tabla 3

Actividad antimicrobiana del extracto de n-Hexano

Concentracion Gram positivas Gram negativas
S. aureus ATCC  S. aureus ATCC 8. enterica ATCC E. coli ATCC
43300 [mm] 25923 [mm|] 13076 [mm] 11775 [mm]
40 mg/mL 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
30 mg/mL 0,0+0,0 0,00,0 0,0+0,0 0,0+0,0
20 mg/mL 0,040,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
10 mg/mL 0,040,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
Control negativo
0,040,0 0,040,0 0,0+0,0 0,000
(Agua)
Antibiotico
(3mg/mL) 15£0,0 33434 1920,0 19+0,0
(Control positivo)
n-Hexano 0,00,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Nota: diametro del halo de inhibicion y desviacion estandar

El extracto de n-Hexano mostr6 comportamientos diferenciales frente a las cepas evaluadas. En
general, los resultados del ANOVA vy la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis evidenciaron
que este extracto no presentd una actividad antimicrobiana significativa frente a las bacterias
analizadas. Para las cepas evaluadas, los valores de significancia obtenidos (p > 0.05) indicaron

ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, sugiriendo que el
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extracto de hexano no ejercid un efecto inhibitorio relevante sobre el crecimiento de estas
bacterias. (Tabla 3), y en los (Apéndice B-F).

El n-Hexano al ser un solvente no polar tiende a extraer compuestos lipofilicos, triterpenos,
esteroles y una menor cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides (Uysal et al., 2021) que son
los principales metabolitos secundarios a los que se les confiere actividad antimicrobiana, debido
a la presencia de grupos hidroxilo (OH") y la deslocalizacion electronica, que interactiian con la
membrana celular, proteinas y organulos celulares de las bacterias, provocando una reduccion de
las vias metabdlicas, causando dafios en la membrana celular, deteriorando proteinas e incluso
acidos nucleicos (De Rossi et al., 2025).

Sin embargo, se ha reportado actividad antimicrobiana en extractos de n-Hexano obtenidos de
raices de otras especies vegetales. Por ejemplo, en Althaea officinalis, se ha identificado un
contenido de omega-3 del 14.9%, que esta relacionado con su potencial antimicrobiano (Valiei
Mahdi, 2011). Asi mismo, en Jatropha podagrica el extracto en hexano mostré mayor actividad
en comparacion con los extractos en cloroformo y metanol, mostrando actividad frente a S. aureus,
Bacillus cereus y tres cepas de Pseudomonas aeruginosa (Aiyelaagbe et al., 2000.). De forma
similar, el extracto en n-Hexano de raices de Lindera communis demostrd propiedades
cicatrizantes, ademas de ejercer una accion antimicrobiana mediante mecanismos de disrupcion
de la membrana celular en cepas resistentes a la meticilina (MRSA) de S. aureus (Wang et al.,
2025Db).

Por tanto, aunque el n-Hexano no es un solvente polar, diversos estudios demuestran que puede
extraer metabolitos con potencial antimicrobiano, lo que evidencia que la falta de actividad en los
extractos de n-Hexano de las raices de C. palmata no estaria necesariamente asociada con el

solvente usado, sino posiblemente con la naturaleza quimica de los compuestos presentes en esta
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matriz vegetal. Es probable que las raices de esta especie no contengan cantidades significativas,
o al menos no concentraciones suficientes de aquellos metabolitos que confieren esta actividad
bioldgica.

No obstante, también es posible que la nula inhibicion observada esté relacionada con
limitaciones metodologicas dado que los compuestos presentes en los extractos de n-Hexano de
plantas son predominantemente apolares esto dificulta el empleo de métodos de analisis de
actividad antimicrobiana algo mas precisos y cuantitativos, como el de microdilucion en caldo, al
favorecer la formacion de dos fases e impedir la distribucion homogénea del extracto. Debido a
esta limitacion, dicho método no resulta adecuado para evaluar extractos disueltos en solventes
apolares; por esta razon, en estos casos se recurre al método de difusion en agar tipo Kirby-Bauer,
ya que el extracto se aplica directamente sobre un disco sin requerir una disolucién completa en
medio acuoso. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos compuestos no se difunden
en la matriz de agar acuoso o que puede limitar la formacién de halos de inhibicion (Eloff, 2019).
Tabla 4

Actividad antimicrobiana del extracto de cloroformo

Concentracion Gram positivas Gram negativas
S. aureus ATCC 8. aureus ATCC 8. enterica ATCC E. coli ATCC

43300 [mm] 25923 [mm] 13076 [mm] 11775 [mm]

40 mg/mL -0,3+0,6 0,0+0,6 -0,7£1,9 0,3+1,2

30 mg/mL -0,7+0,0 0,0+1,5 -0,3+2,2 0,0+0,6

20 mg/mL 0,7+0,6 0,3+1,2 2,7£1,0 0,3+0,6

10 mg/mL -0,3+0,6 0,3%1,2 0,7+0,6 1,0+0,6
Control negativo 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

(Agua)




ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA RAIZ DE LA PALMA DE IRACA 55

Antibidtico 13,3+1,5 32,742,5 22,3+1,0 22,3%1,5
(3mg/mL)

(Control positivo)
Cloroformo 2,712 2,3+0,6 3,0+0,6 3,34+0,6

Nota: diametro del halo de inhibicion y desviacion estandar

De acuerdo con los resultados del ANOVA, el extracto de cloroformo no mostré actividad
antimicrobiana significativa frente a S. aureus ATCC 43300 como se evidencia en la (Tabla 4), y
en los (Apéndice G-J). El andlisis arrojé un valor de F = 0.8485 y un valor de p = 0.5457 para la
interaccion extracto—concentracion, indicando que no existe efecto conjunto entre ambos factores.
Asimismo, el efecto individual del tipo de extracto resultd significativo (F = 482.4; p < 0.0001),
pero en las comparaciones posteriores se observo que el extracto de cloroformo presento los
valores de inhibicion mas bajos, sin diferencias estadisticamente significativas respecto al control
(p > 0.05).

De igual manera, El andlisis estadistico evidencio que el extracto de cloroformo no presentd
actividad antimicrobiana significativa frente a S. aureus ATCC 25923. La interaccion entre
extracto y concentracion (p = 0.8185) y el efecto de la concentracion (p = 0.4179) no fueron
significativos, lo que indica que las variaciones en la concentracion no modificaron la respuesta
biologica observada. A pesar de que el tipo de extracto mostrd diferencias significativas (F = 3083;
p <0.0001), los halos producidos por el extracto de cloroformo fueron menores a 1 mm en todas
las concentraciones, sin representar inhibicion efectiva del crecimiento bacteriano (p > 0.05). Estos
resultados confirman que el extracto de cloroformo carece de compuestos con efecto
antibacteriano relevante frente a esta cepa.

Por otro lado, se observaron diferencias significativas en la inhibicion del crecimiento de S.
enterica (F = 4036; p < 0.0001), a una concentraciéon de 20 mg/mL. No obstante, ni la

concentracion (p =0.4129) ni la interaccidon extracto—concentracion (p = 0.7171) mostraron efectos
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estadisticamente significativos, lo que indica que el grado de inhibicion no dependio de la cantidad
de extracto aplicada. Mientras que, para E. coli, el andlisis de varianza indic6 la presencia de un
efecto significativo a una concentraciéon de 10 mg/mL sobre la inhibicién del crecimiento (F =
8354; p <0.0001), mientras que la concentracion (p = 0.1795) y la interaccion entre factores (p =
0.6366) no mostraron diferencias estadisticas.

Estudios demuestran que los extractos de cloroformo en raices no poseen alta actividad
antimicrobiana, a diferencia de la fuerte actividad inducida por otras partes de la planta, como las
hojas (Bose, 2008).

Cabe destacar que el control con cloroformo que fue el solvente usado para la extraccion
presentd halos de inhibicion de tamafio similar a los observados a bajas concentraciones, esto
sugiere que el solvente posee una ligera actividad antimicrobiana y que la actividad atribuida al
extracto en dichas concentraciones podria deberse a residuos de cloroformo y no exclusivamente
a la presencia de compuestos bioactivos.

Diversos estudios han evidenciado la actividad biologica de extractos obtenidos a partir de
raices de distintas especies vegetales. Por ejemplo, en el caso de Cleome spinosa Jacq utilizada en
la medicina tradicional contra procesos inflamatorios e infecciosos, se evaluaron extractos con
diferentes solventes, siendo el de cloroformo uno de los mas activos frente S. aureus, B.
subtilis y Micrococcus luteus (Da Silva et al., 2016), de igual manera en Acronychia pedunculata,
el extracto cloroféormico de flores y semillas presentd halos de inhibicion contra S. aureus y B.
cereus, aunque las raices mostraron menor pero detectable actividad (Karunathilaka et al., 2016).
y los extractos de las raices de las especies Hemidesmus indicus € Ichnocarpus frutescen que

mostraron actividad antimicrobiana y antifliingica contra E. coli y Aspergillus flavus (Malathy,
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2009). Estos ejemplos respaldan que la falta de actividad de las raices de la C. palmata no se debe

necesariamente al solvente sino a su composicion fitoquimica.

Tabla 5

Actividad antimicrobiana del extracto de acetato de etilo

Concentracion Gram positivas Gram negativas
S. aureus ATCC  S. aureus ATCC 8. enterica ATCC E. coli ATCC
43300 [mm] 25923 [mm] 13076 [mm] 11775 [mm]
40 mg/mL 2,3+1,5 2,040,0 1,3+1,2 1,7+0,6
30 mg/mL 1,7¢1,2 1,7+0,6 1,7+0,6 1,0+£0,0
20 mg/mL 2,0£1,5 2,3+1,2 1,7+0,6 1,7£0,6
10 mg/mL 2,7+0,6 3,0+0,0 1,7+0,6 1,7£0,6
Control negativo 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
(Agua)
Antibidtico 13,3+1,5 29,7+0,6 19,741,2 20,7+0,6
(3mg/mL)
(Control positivo)

Acetato de etilo 0,7+0,6 0,0+0,0 1,0+0,0 1,0+0,0

Nota: diametro del halo de inhibicion y desviacion estandar

El extracto de acetato de etilo evidencid una actividad antimicrobiana significativa frente a
todas las cepas bacterianas evaluadas, lo que se refleja en los resultados del ANOVA vy las pruebas
no paramétricas de Kruskal-Wallis, con valores de p < 0.05 para la mayoria de los casos, como se
observa en la (Tabla 5) y (Apéndice K-N).

En las cepas grampositivas, S. aureus ATCC 43300 y S. aureus ATCC 25923, se observaron
diferencias estadisticamente significativas atribuibles al extracto (p < 0.0001), lo que indica que el

acetato de etilo logrd inhibir el crecimiento bacteriano de forma efectiva. Sin embargo, la
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interaccion entre concentracion y extracto no fue significativa (p > 0.05), sugiriendo que la
respuesta no dependié directamente de la dosis aplicada, sino de la presencia de compuestos
activos en el extracto.

En las cepas gramnegativas, E. coli ATCC 11775 y S. enterica ATCC 13076, los analisis
también mostraron valores altamente significativos para el factor “extracto” (p < 0.0001),
confirmando una inhibicién notable del crecimiento bacteriano. Las pruebas de Kruskal-Wallis
reforzaron este resultado (p < 0.01), evidenciando una actividad antimicrobiana estadisticamente
significativa.

En conjunto, los resultados demuestran que el extracto de acetato de etilo fue el mas activo
entre los tres solventes evaluados, mostrando eficacia tanto frente a bacterias grampositivas como
gramnegativas.

En la (Tabla 5) se evidencian los halos de inhibicién formados por la actividad antimicrobiana
de este extracto. Inicialmente se observa que el solvente puro posee una leve actividad. Sin
embargo, considerando el diametro del halo formado por el solvente solo, es posible identificar
halos con un didmetro superior a 1,00 mm, valor que se tom6 como el umbral para considerar
actividad antimicrobiana, es decir que se evidencia actividad bioldgica, aunque en valores menores
comparados con el antibidtico usado como control positivo.

Por otro lado, los halos de inhibicion para las bacterias Gram positivas (S. aureus ATCC 43300
y 25923) presentan didmetros que oscilan entre 1,6 a 3,0 mm en diferentes concentraciones.
Ademas, para bacterias Gram negativas (S. enterica ATCC 13076 y E. coli ATCC 11775) los
valores oscilan de 1,0 a 1,7 mm, indicando que la actividad antimicrobiana de este extracto es
ligeramente menor en estas bacterias, esto puede deberse a las diferencias estructurales presentadas

en sus paredes celulares. Las bacterias Gramnegativas tienen una membrana externa de



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA RAIZ DE LA PALMA DE IRACA 59

polisacarido (Apéndice N) que lleva los componentes estructurales de lipopolisacaridos. Esto hace
que la pared celular sea impermeable a los solutos lipofilicos. Las Grampositivas (Apéndice N)
deberian ser mas susceptibles, al tener solo una capa externa de peptidoglicano, que no es una
barrera de permeabilidad efectiva (Pandey et al., 2004),(Ogundare et al., 2006). Por lo tanto, las
bacterias Grampositivas tenderian a formar halos de mayor didmetro.

En cuanto a la actividad que se le confiere al solvente por si solo, diversos estudios han
evidenciado que el acetato de etilo usado como solvente de extraccidon, puede ejercer cierta
actividad antimicrobiana independiente del extracto. Por ejemplo, (Fruergaard et al., 2021)
reportaron que discos empapados al 100% con acetato de etilo generaron claras zonas de inhibicion
e incluso efectos letales sobre B. subtilis. De manera similar, (Ghazi et al., 2024) discute la posible
influencia de solvente sobre el tamafio de la zona observada en ensayos de difusion. En este
sentido, los resultados obtenidos en el presente estudio, en donde el control con este solvente
mostr6 un halo de I mm, concuerda con lo reportado por dichos autores. Esto resalta la importancia
de emplear controles con el mismo solvente para analizar el posible efecto que este puede provocar,
para asi diferenciar con mayor precision la actividad inherente al extracto de la que podria
atribuirsele unicamente al solvente empleado.

Por otra parte, una de las principales razones por las que se escogid este solvente es porque se
ha demostrado que es un disolvente de polaridad media con la capacidad de extraer moléculas con
menor polaridad, asi como compuestos ligeramente polares (Nyalo et al., 2023). Investigaciones
previas también han demostrado que la extraccion basada en acetato de etilo puede ofrecer altos
rendimientos de metabolitos secundarios, lo que se traduce en una notable actividad antibacteriana.
Esto podria explicar por qué, entre los tres solventes usados para la extraccion de compuestos

bioactivos de las raices de esta especie, el acetato de etilo permitié obtener fracciones con la mayor
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actividad antimicrobiana, lo que se sustenta en estudios anteriores que han demostrado que la
extraccion con este solvente refleja mayor eficiencia antibacteriana en comparacién con otros
disolventes organicos (Nyalo et al., 2023), a su vez permite aislar eficazmente metabolitos
secundarios de peso molecular variado, que suelen ser responsables directos de la actividad
bioldgica observada (Ghazi et al., 2024) . Dichos metabolitos pertenecen a diversas clases
quimicas, entre las que se incluyen fenoles, acidos fendlicos, flavonoides (Dimitrova et al., 2017),

acidos grasos, triterpenoides (Nyalo et al., 2023), alcaloides, saponinas (Alamholo, 2024).

6.3 Etapa 3. Caracterizacion de los extractos

Posterior a la extraccion y estudio de la actividad antimicrobiana de los extractos de las raices
de la especie C. palmata, teniendo en cuenta que solamente el extracto de acetato de etilo fue el
que presento actividad bioldgica significativa, se realizd el andlisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC/MS). En la (Figura 7) se muestra el perfil cromatografico
del extracto de acetato de etilo.

Figura 7

Perfil cromatogradfico del extracto acetato de etilo.
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En la (Tabla 10) se enlistan los posibles metabolitos identificados de acuerdo con la base de

datos NIST (NIST MS Program, Maryland, Estados Unidos)

Tabla 6

Compuestos tentativamente identificados en el extracto de acetato de etilo

Tiempo

N° Compuesto % de de Formula Masa 7 .
similitud  retencidn quimica MO Abundgnma
. [g/mol] relativa
[min]
1 Acido benzoico 61.0 8.229 C7HeO2 122.12 0.50
2 Glicerol 81.9 8.709 CsH3gOs 92.09 9.72
3 Acido 87.0 9.162 C4HeO4 118.09 20.52
butanodioico
4 Acido 71.9 9.332 CsHgOq4 132.11 15.82
metilsuccinico
5 Acido 4- 80.6 13.037 C7H6O3 138.12 0.44
hidroxibenzoico
6 Arabinosa 13.1 13.490 CsH100s 150.13 0.62
7  Eritritol 20.3 14.310 C4H 1004 122.12 0.42
8 Acido 98.6 15.187 C/HeOs  154.12 7.55
protocatecuico
9 Fructopiranosa 34.5 15.357 CsH1206 180.16 13.82
10 Fructosa 20.2 15.753 CeH 1206 180.16 3.32
11 lixosa 18.3 16.092 CsH100s 150.13 3.30
12 galactosa 18.3 16.969 CoH140s  250.20 0.53
13 Acido palmitico 90.4 17.252 CieH3202 25642 10.22
14 Mioinositol 79.9 17.987 CeH 1206 180.16 0.84
15  Acido oleico 68.2 18.807 CisH3402  282.50 8.00
16 Acido esteérico 45.7 19.005 CigH3sO2  284.50 1.23

Nota: El porcentaje de similitud se determind a partir de la base de datos del NIST MS Program

(Maryland, Estados Unidos).
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Se identificaron cada una de las sefiales registradas en el cromatograma. La primera sefial de
acuerdo con la base de datos (NIST MS Program, Maryland, Estados Unidos), present6 una
similitud del 61.0% con el 4cido benzoico. Este compuesto posee su ion molecular en m/z 122
(—C,Hs0,"), y el ion pico base en m/z 105 (Figura 8) (Anexo 1) y se presume que es producido
por la pérdida de un OH'. Otros fragmentos caracteristicos incluyen el ion (C4Hs*) con una m/z
77 producto de la pérdida de COOH" y el ion m/z 51 (C,H3)* (Opitz, 2007). Cabe sefialar que el
ion molecular se muestra en m/z 194, lo cual corresponde a la forma derivatizada del 4cido
benzoico ya que presenta un grupo TMS.

Se ha determinado actividad bioldgica del acido benzoico principalmente contra mohos y
levaduras, alcanzando su mayor efectividad en condiciones de pH bajo. Este efecto se debe a la
capacidad de la molécula, en su forma no ionizada, de atravesar con facilidad la membrana celular
(Zeece, 2020). Asi mismo, este compuesto se emplea como agente conservante para prevenir el
deterioro microbiano de los alimentos, ya que puede inducir estrés oxidativo y alterar procesos

especificos del trafico de membrana intracelular en levaduras, incluyendo la macroautofagia

(Hazan et al., 2004).

Figura 8

Espectro de masas del acido benzoico
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La segunda sefial, fue identificada como glicerol con una similitud de 81,9% (NIST MS
Program, Maryland, Estados Unidos). Este compuesto se presenta en forma de sililado con
BSTFA, razén por la cual su ion molecular se detecta en m/z 308 (—C;,H3,03Sis™*) producto del
derivado trimetilsililado. El ion pico base se ubic6 en m/z 73, asociado al cation ((CH3)3Sit),
fragmento caracteristico ampliamente descrito en estudios de éteres TMS de glicoles alifaticos
(Diekman et al., 1968) (Figura 9) (Anexo 2).

La sefial en m/z 147 resulta distintiva en la mayoria de los compuestos que contienen mas de un
grupo trimetilsililo (Petersson, 1969). La presencia simultanea de los iones m/z 73 y 147 se
reconoce como un patron tipico de los derivados sililados. Cabe destacar que la mayor parte de los
iones abundantes se generan principalmente por dos mecanismos de fragmentacion: la escision de
la cadena carbonada y la pérdida por reordenamiento del trimetilsilanol.

En cuanto a la actividad bioldgica, el glicerol presenta un efecto antibacteriano transitorio a
concentraciones elevadas, generando un estado bacteriostatico. Esto ocurre debido a que el
compuesto penetra en las células bacterianas por difusion facilitada, sin favorecer la salida de agua
al exterior (Lin.,1976) (Plug et al., 2000) . Como consecuencia, se produce un incremento en la
presion osmotica, lo que conduce al debilitamiento de la membrana celular y, finalmente a la lisis

bacteriana (Saegeman et al., 2008).

Figura 9

Espectro de masas del glicerol
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La tercera sefal, fue tentativamente identificada como &acido butanodioco. Este compuesto
presenta su ion molecular en m/z 262 (—CyoH,204Si,™); sin embargo, dicho pico suele ser débil
o incluso ausente en el espectro, debido a la falta de estructuras resonantes que estabilicen el cation
radical, lo que lo hace altamente inestable y promueve su rdpida fragmentacién. En consecuencia,
se observa de forma predominante el ion pico base m/z 73, correspondiente al cation ((CH3)5Si™),
un fragmento caracteristico ampliamente documentado en estudios sobre compuestos

derivatizados con TMS (Diekman et al., 1968) (Grossert et al., 2011). Asi mismo, el ion m/z 147

asignado a ((CH3),Si — 0 — Si(CH3)3 "), constituye un fragmento caracteristico en moléculas
con mas de un grupo trimetilsililo (Petersson, 1969), (figura 10) (Anexo 3). Adicionalmente, el
pico en m/z 116 (—C4Hg0,Si*), se asocia a fragmentaciones por escision de enlaces C-C
caracteristicas de los &cidos organicos TMS- derivatizados bajo ionizacion electronica (Okahashi
et al., 2019).

En cuanto a su relevancia biologica, este compuesto ha demostrado actividad anticancerigena,
al inducir apoptosis en células de carcinoma renal sin afectar células sanas (Kasarci et al., 2021).
De igual modo, se ha reportado su papel como potenciador de la actividad mitocondrial, mediante
la regulacion positiva de enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y de la via de la
fosforilacion oxidativa, lo que cual se traduce en un aumento de la biosintesis de ATP y una mayor

produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Piechowiak, 2025).
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Figura 10

Espectro de masas del acido butanodioco
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La cuarta sefal, fue asignada tentativamente como acido metilsuccinico. El ion molecular del
compuesto sin derivatizar corresponde a m/z 132 (—CsHg0,™); no obstante, tras la incorporacion
de dos grupos trimetilsililo (TMS), el ion molecular esperado es m/z 276. Este, sin embargo, no se
detecta en el espectro experimental, lo cual se atribuye a la alta inestabilidad del derivado TMS
bajo condiciones de ionizacidén por impacto electronico (EI), favoreciendo la fragmentacion por
sobre la permanencia del ion intacto (Petersson, 1969) .

En el espectro de masas, el ion pico base observado en m/z 147 corresponde al fragmento
caracteristico de compuestos que contienen mas de un grupo trimetilsililo (Petersson, 1969),
(figura 11) (Anexo 4). Ademas, se observan pérdidas comunes como M-15 y M-59, que generan
picos en m/z 261 y m/z 217, respectivamente, representando fragmentos caracteristicos de
derivados con grupos TMS (Harvey, 2020). Finalmente, el ion m/z 73 correspondiente al cation
((CH3)3Si™), constituye un fragmento ampliamente documentado y caracteristico de compuestos
derivatizados con TMS (Diekman et al., 1968) (Grossert et al., 2011).

Figura 11

Espectro de masas del acido metilsuccinico
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La quinta sefial, se identifico presuntivamente como acido 4-hidroxibenzoico. Este compuesto
presenta un ion molecular en m/z 282 (—C;3H,,03Si,™), correspondiente al derivado bis-TMS del
acido 4-hidroxibenzoico. En el espectro, el ion pico base en m/z de 73 se asigna al cation
((CH3)3Si*), fragmento caracteristico de compuestos derivatizados con TMS (Diekman et al.,
1968).

Entre los fragmentos relevantes, se observa el ion m/z 267, producto de la pérdida de un radical
metilo (CH3) por escision alfa (Rontani et al., 2008). El fragmento [M — 59], observado en m/z
223, se forma por la pérdida posterior de (CO,) tras un reordenamiento del catién intermedio.
Asimismo, La pérdida de un grupo TMSO (—0Si(CHs)3), correspondiente a [M — 89], genera el
pico en m/z 193, una via de fragmentacion comin en acidos carboxilicos derivatizados, ya que
conduce a la formacion de un cation acilo altamente estable.

Finalmente, la presencia de un grupo metoxi en el anillo fendlico origina el fragmento [M —
30], observado en m/z 252, asociado a la pérdida de una molécula de formaldehido (Proestos et
al., 2013) (figura 12) (Anexo 5).

En cuanto a su actividad biologica, diversos estudios han reportado que el compuesto acido 4-
hidroxibenzoico, presente de forma natural en plantas medicinales y aromaticas, exhibe un amplio

espectro de accion antimicrobiana frente a bacterias Grampositivas, Gramnegativas y frente a la
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levadura Candida albicans. Estos hallazgos respaldan su potencial como agente antimicrobiano
alternativo, especialmente frente a cepas con resistencia multiple a fArmacos (Gurbuzer, 2021).
Figura 12
Espectro de masas del acido 4-hidroxibenzoico
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La sexta sefial, fue tentativamente identificada como arabinosa derivatizada. El ion molecular
corresponde a m/z 438 (—C;,H,,05Si,*); no obstante, este ion suele observarse con baja
intensidad o encontrarse ausente en espectros obtenidos mediante ionizacion electronica (EI). En
el espectro, el ion pico base en m/z 73, se asigna al cation ((CH3)3Si*), fragmento caracteristico
de compuestos sililados (Diekman et al., 1968) (figura 13) (Anexo 6).

Desde el punto de vista bioldgico, la arabinosa, una pentosa de origen natural, se ha asociado
con propiedades antidiabéticas y antiobesidad, atribuibles a su menor tasa de absorcion intestinal
en comparacion con la sacarosa. Este comportamiento contribuye a una mejor tolerancia a la
glucosa y a la inhibicion de la acumulacion de grasa, lo que respalda su potencial como compuesto

bioactivo en el manejo de enfermedades metabodlicas (Geng et al., 2021).



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA RAIZ DE LA PALMA DE IRACA 68

Figura 13

Espectro de masas del compuesto arabinosa
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La séptima sefal, fue asignada tentativamente como eritritol. El ion molecular corresponde a
m/z 410 (—C1¢H4,0,5i,7); sin embargo, este no se detecta en el espectro experimental,
probablemente debido al ajuste del rango de masas. En cambio, el ion pico base en m/z 73 se asigna
al cation ((CH3)3Si™), fragmento caracteristico ampliamente documentado en estudios sobre
éteres TMS de glicoles alifaticos (Diekman et al., 1968).

Entre los fragmentos adicionales se observa el m/z 89, generado a través de un mecanismo que
involucra la migracioén de un 4tomo de hidrogeno hacia el silicio, seguida de la eliminacion de un
alqueno. Posteriormente, el ion molecular puede experimentar una segunda fragmentacion por
escision a en un enlace silicio-oxigeno, lo que origina un pico en m/z 103, caracteristico de dioles
y polioles sililados. Asimismo, es comun la formaciéon de un ion en m/z 147, derivado de una
reorganizacion intramolecular asociada al fragmento [M — 15]+; sin embargo, en este tipo de
espectros su abundancia suele ser de baja debido a la preferencia por otras rutas de fragmentacion
(Harvey et al., 2020) (figura 14) (Anexo 7).

En cuanto a su actividad bioldgica, diversos estudios han sefialado que el eritritol posee una

importante actividad antioxidante, ademas de actuar como inhibidor de las enzimas alfa amilasa y
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alfa glucosidasa. Estos efectos se relacionan con la mejora del estado antioxidante y con la
reduccidn de los niveles de glucosa en la sangre (Soetan et al., 2023), lo que respalda su potencial
en la prevencion y manejo de trastornos metabolicos.

Figura 14

Espectro de masas del compuesto eritritol

w7

v
| /S‘\\
—s5—0 —0
| Lo
50 o 0—s—
103 147~/ | 5 7
SI\

189

> ||| & I |\|\ ||\ ‘I »
70 80 S0 W0 M0 120 130 140 150 160 1¥0 180 180 200 210 220 230

La octava sefial, fue identificada de manera tentativa como dacido protocatecuico. El ion
molecular corresponde a m/z 370 (—CygHs004Sis™), mientras que el ion pico base se observa en
m/z 193. Asi mismo, el ion en m/z 73, asignado al catién ((CH3)3Si™), constituye un fragmento
caracteristico ampliamente documentado en compuestos derivatizados (Diekman. et al., 1968). De
igual manera, un ion cominmente presente en los espectros de masas de compuestos fendlicos
derivatizados es el ion m/z 193 que resulta de la escision adyacente al enlace O-Si (Harvey et al.,
2020) (figura 15) (Anexo 8).

El acido protocatecuico es un componente activo presentes en diversas hierbas de la medicina
tradicional china y ha demostrado poseer una notable actividad antioxidante in vitro, tanto en
sistemas lipidicos como acuosos. Estas propiedades lo convierten en candidato para su aplicacién
en las industrias farmacoldgica y alimentaria como antioxidante natural (Li et al., 2011).
Adicionalmente, se ha repostado su actividad antimicrobiana, evidenciada por su capacidad de

inhibir el crecimiento de patogenos clinicamente relevantes como S. aureus resistente a la



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA RAIZ DE LA PALMA DE IRACA 70

meticilina, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter baumannii (Liu et
al., 2005).
Figura 15

Espectro de masas del compuesto dcido protocatecuico
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La novena senal, se registro tentativamente como fructopiranosa derivatizada. El ion molecular
corresponde a m/z 540 (—Cp1Hs,04Sis™); sin embargo, este no se observa en el espectro, lo cual
podria atribuirse a la baja estabilidad de la especie al ser ionizada. En su lugar, el ion pico base en
m/z 73, asignado al cation  ((CH3)3Si"), constituye a un fragmento tipico y ampliamente
documentado en compuestos TMS- derivatizados (Diekman et al., 1968).

La sefial en m/z 147 se atribuye al ion ((CH3),Si — O — Si(CH3)3 ") (Schoots et al., 1979).
Asimismo, entre los fragmentos mas caracteristicos de los sacaridos mondmeros destacan los iones
en m/z 204, derivado de dos unidades vecinas (2ZHCOTMS), y en m/z 217 asociado a
fragmentaciones que involucran los carbonos C6 y C5, completados por el C4 (Fiizfai et al., 2008)

(figura 16) (Anexo 9).
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Figura 16

Espectro de masas del compuesto fructopiranosa
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La décima senal, tentativamente registrada como fructosa. El ion molecular se encuentra en m/z
540 (C,1Hs,0Sis™); sin embargo, no se observa en el espectro experimental, probablemente
debido al ajuste del rango de masas.

El ion pico base en m/z 217 se genera a partir de fragmentaciones que involucran los carbonos
C6 y C5, (Fiizfai et al., 2008). Asimismo, La sefial en m/z 147 corresponde al ion
((CH53),Si — 0 — Si(CH3)3") (Schoots & Leclercq, 1979), mientras que el ion m/z 204 proviene
de la asociacion de dos unidades vecinas de fragmentos carbonilo unido a un grupo TMS (Fiizfai
et al., 2008) (figura 17) (Anexo 10).

Figura 17

Espectro de masas del compuesto fructosa
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La sefial once, fue identificada presuntivamente como lixosa con cuatro grupos TMS. El ion en
m/z 204 constituye al fragmento mas representativo de los éteres TMS con anillos de piranosa y el
ion en m/z 217 corresponde a un fragmento caracteristico y relativamente comun en derivados de

trimetilsililo (Silva et al., 2016) (figura 18) (Anexo 11).

Figura 18

Espectro de masas del compuesto lixosa
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La senal doce fue asignada tentativamente al compuesto galactosa con cinco grupos TMS,
presentando un ion molecular en m/z 438 (—C,1Hs,06S i5+), el cual no siempre es visible en el
espectro de masas. El ion pico base se presenta en m/z 204, caracteristico de los éteres TMS con
anillo de piranosa (Silva et al., 2016).

El ion m/z 204 se origind a partir de una escision en la region central del aztcar, conservando
dos TMS unidos a oxigeno junto con parte de la cadena carbonada (Ghayth, 2021). Finalmente, el
fragmento en m/z 217 es tipica de azlcares con anillos de furanosa, mientras que la sefal en m/z

191 se observa de manera habitual en monosacaridos (Boldizsar 1., 2008) (figura 20) (Anexo 12).



ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA RAIZ DE LA PALMA DE IRACA 73

Figura 19

Espectro de masas del compuesto galactosa
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La senal trece fue identificada como acido palmitico con un grupo TMS, Su ion molecular se
detecta en m/z 328 (—C19H400,Si™). Los derivados TMS de 4cidos grasos muestra sefiales a m/z
73, 117, 132, 145 y 313 correspondientes a los fragmentos ((CH;3);Si%), ((CH3)3SL'C02+),
((CH3)3SiCO,CH;™), ((CH3)3SiC0,C,H, ™) y ((CHs),SiC0,Cy5Hz, "), respectivamente (Silva
et al., 2016) (figura 20) (Anexo 13).

Diversos estudios han evidenciado la actividad antimicrobiana relacionada a este compuesto
con eficacia frente a bacterias Grampositivas y Gramnegativas. En este sentido, se resalta el
notable potencial de los acidos grasos como candidatos a la proxima generacién de agentes
antimicrobianos (Casillas et al., 2021).

Figura 20

Espectro de masas del compuesto dcido palmitico
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La sefial catorce se registro tentativamente como mioinositol con seis grupos TMS. Su ion
molecular aparece en m/z 612 es (—C24H6006Si6+) mientras que el ion pico base en m/z 73,
correspondiente a ((CH3)3Si%), constituye una sefial tipica de compuestos derivatizados
(Diekman et al., 1968) (figura 21) (Anexo 14).

Figura 21
Espectro de masas del compuesto mioinositol
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La sefal quince se identificd presuntivamente como acido oleico con un grupo TMS. Su ion
molecular corresponde a m/z 354 (—C,1H,4,0,S5i™) y el siguiente ion mas intenso se registré en
m/z 117, asociado al fragmento ((C H3);SiC 02+). La sefial en m/z 145 se origina por la fision del
enlace B, y respecto al grupo carbonilo de la cadena alquilica, con posible transferencia de
hidrégeno a través de un mecanismo de cuatro centros y mediante el reordenamiento de
McLafferty esperado (Silvério et al., 2007). Adicionalmente, el ion en m/z 339 es caracteristico
del 4cido oleico (Moldoveanu, 2014) (figura 22) (Anexo 15).

El 4cido oleico ha demostrado efecto antimicrobiano frente a S. aureus resistente a la meticilina
(SARM). Asimismo, se ha reportado su capacidad para inhibir el crecimiento de diversas bacterias
grampositivas, incluyendo cepas de SARM tanto de origen hospitalario como comunitario, a

concentraciones que no mostraron toxicidad para los sebocitos humanos (Chen et al., 2011).
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Figura 22

Espectro de masas del compuesto dcido oleico
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El pico dieciséis se registrd6 como acido estedrico con un grupo TMS, Su ion molecular
corresponde a m/z 356 (—C,1Hy440,Si™). La sefial en m/z 341 se atribuye a la pérdida de un grupo
metilo del grupo TMS; el ion en m/z 132 se origina por el ion de reordenamiento de McLafferty
(Christie, 2025) y la sefial en m/z 313 corresponde a la pérdida de un radical metilo desde el TMS,
fragmento caracteristico de ésteres TMS de acidos grasos (Silva et al., 2016) (figura 23) (Anexo
16).

Diversos estudios han reportado que los derivados del acido estearico poseen propiedades
antimicrobianas. Ensayos de cribado han demostrado que aquellos con sustituyentes donadores de
electrones en el nucleo bencilideno exhiben mayor eficacia frente a cepas bacterianas, mientras
que los derivados con sustituyentes atractores de electrones exhiben una actividad mas destacada

contra cepas fungicas (Ahlan et al., 2014).
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Figura 23
Espectro de masas del compuesto dcido estearico
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En el extracto de acetato de etilo se caracterizaron diversos compuestos que, de acuerdo con la
literatura, se asocian con potencial actividad biologica. Entre ellos se identificaron acido benzoico,
4acido butanodioico, Acido 4-hidroxibenzoico, Acido protocatecuico, acido palmitico, Acido
oleico, eritritol y 4cido estearico. Dentro de este grupo, se destacan dos compuestos los cuales
presentaron los mayores porcentajes de abundancia relativa: acido butanodioico (20.52%) y acido
palmitico (10.22%) y se presume fueron los compuestos que otorgaron la actividad antimicrobiana.

A continuacion, se muestra el patrén de fragmentacion de ambos compuestos:

Figura 24
Patron de fragmentacion del compuesto acido butanodioico
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7. Conclusiones

Los rendimientos de extraccion obtenidos fueron bajos, lo que confirma las limitaciones del uso
exclusivo de solventes en la obtencidon de metabolitos secundarios. La ausencia de calor permitid

preservar compuestos termolabiles, aunque redujo la eficiencia del proceso.

El extracto de acetato de etilo evidencid una notable actividad bioldgica frente a las cuatro cepas
bacterianas evaluadas, lo que sugiere la presencia de metabolitos secundarios con potencial
antimicrobiano de amplio espectro. Este comportamiento puede atribuirse a la capacidad del
acetato de etilo para extraer compuestos de polaridad intermedia, tales como flavonoides, fenoles

y acidos organicos, conocidos por su eficacia en la inhibicion del crecimiento microbiano.

La caracterizacion quimica del extracto de acetato de etilo mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) permiti6 identificar diversos compuestos
potencialmente asociados con la actividad antimicrobiana observada. Entre los compuestos
detectados se encontraron el acido protocatecuico (7.55 % de similitud), 4cido palmitico (10.22
%), acido butanodioico (20.52 %), acido 4-hidroxibenzoico (0.44 %), acido oleico (8.0 %), acido
benzoico (0.50 %), acido estedrico (1.23 %) y eritritol (0.42 %). Los compuestos de mayor
abundancia relativa fueron el 4cido butanodioico (20.52 %) y el 4cido palmitico (10.22 %), lo cual
sugiere que podrian desempefiar un papel relevante en la bioactividad del extracto, ya sea de

manera individual o por posibles efectos sinérgicos con otros metabolitos presentes.
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Recomendaciones

Se recomienda que investigaciones futuras optimicen los métodos de extraccion con el fin de
incrementar los rendimientos y maximizar la recuperacion de metabolitos bioactivos. Asimismo,
la integracion de los hallazgos analiticos con la evidencia reportada en la literatura fortalece la
relevancia de este trabajo, posicionandolo como un aporte de referencia para estudios posteriores
sobre actividad antimicrobiana de metabolitos secundarios presentes en raices de especies

vegetales.
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Anexos
Anexo 1. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto dacido benzoico
1004 179 a
105
50 . 125
1 &g 94 103 g 23 ur 139 134
|, 55 % ? & L IRIE LA . | i
so[62 59 & ' ‘ I 1
51
& 135
1004 105 178 b
50 60 70 20 90 100 110 120 130 140 180 160 170 180 9 200
Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto acido benzoico TMS b). Espectro de
masas reportado en NIST.
Anexo 2. Espectro de masas experimental y reportado del glicerol
100 B i
14 - a
™ 103 "7 I
s ¥ s |Fm s w il s IS Iy 5, 1 |‘M 1
52 55 5‘9 62 66 69 7[1| 77 838 gy 9 161| 11 |‘ g | I 189 163 175 179 167 131 "“ 21IE p7]
133
sl 1oz 7 205
ol 7 147 b
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 23D=

Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto glicerol, 3 TMS b). Espectro de masas

reportado en NIST.

Anexo 3. Espectro de masas experimental y reportado del dacido butanodioco

100] 1
54 i
7
515 61 7 s 101 118 2 | 72 203 217 u 262 277 292
LN 77 116 129 I 172 218 I
5 247
7
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100] "
S 6 70 8 s 100 10 130 130 10 180 180 170 180 180 200 20 230 230 240 260 266 270 280 280 300 230

Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto acido butanodioico, 2 TMS. b). Espectro

de masas reportado en NIST.
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Anexo 4. Espectro de masas experimental y reportado del dacido metilsuccinico

100 7 a
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto acido metilsuccinico, 2 TMS b). Espectro

de masas reportado en NIST.

Anexo 5. Espectro de masas experimental y reportado del dacido 4-hidroxibenzoico

100 < a
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto acido 4-hidroxibenzoico, 2 TMS b).
Espectro de masas reportado en NIST.

Anexo 6. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto arabinosa

73
100 P 217
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504 147
77 103 ‘ 207
i ‘! — : . 1 :
21Tk 10 1€ ) 143 ‘ 163 8| | 275 [
st 147
181 b
204 217
nH o)
7
70 80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230

Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto arabinosa 4 TMS b). Espectro de masas

reportado en NIST.
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Anexo 7. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto eritritol

111
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto eritritol 4 TMS b). Espectro de masas

reportado en NIST.

Anexo 8. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto dcido protocatecuico

93
1004 7 193
50
75 355
147 . 217 22 IR 3
ol 59 69 |77 83 M ‘ I 165 | 204 728 67 M |
&3 o T T T e Tt = T 37 f T T Tt
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto acido protocatecuico 4 TMS, b). Espectro

de masas reportado en NIST.

Anexo 9. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto Fructopiranosa

100 -
54 147 217
e e L ae e o M B T
57755 &9 |1 818691 (117 1éél L LT R T b 191 19§ “ |' 231 243 257 BT 387 305 319 331 345 36738 379 393 405
217
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50 60 70 80 %0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450

Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto fructopiranosa, STMS. b). Espectro de

masas reportado en NIST.
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Anexo 10. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto fructosa

7
1004
5ol 147 21
o 437
w7 1 T T 2 257 205
ol A S Y — R N T | T— : |
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147 204 a7
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto fructosa, STMS. b). Espectro de masas
reportado en NIST.

Anexo 11. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto lixosa

100 i e a
504 75 a7 19 217
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto D-lixosa, 4 TMS b). Espectro de masas
reportado en NIST.
Anexo 12. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto galactosa
oo 7 204 a
504 75 19
I 147 217
'-2?‘4| 77 81 858789 57 15'.3 113 117 1%9 133 142 145|‘1,39 88 181 169 177 188 |17 [RBEEE] |I‘ 223
sl 7 B 217
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0 80 50 100 10 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 23D=

Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto galactosa, 5 TMS b). Espectro de masas

reportado en NIST.
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Anexo 13. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto acido palmitico
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto como acido palmitico TMS b). Espectro

de masas reportado en NIST.

Anexo 14. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto mioinositol
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto como mioinositol, 6 TMS b). Espectro
de masas reportado en NIST.

Anexo 15. Espectro de masas experimental y reportado del compuesto acido oleico
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Nota: a). Espectro de masas experimental del compuesto como acido oleico TMS b). Espectro de

masas reportado en NIST.
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Anexo 16. Espectro de masas del compuesto dcido estedrico
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Nota: a). Espectro de masas experimental y reportado del compuesto como acido estearico TMS

b). Espectro de masas reportado en NIST.
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Apéndice

Apéndice A. Metabolitos secundarios y matriz celular

Carludovica
palmata Secondary

metabolites

Cytoplasm

Modificado de Krakowska-Sieprawska et al., 2022

Apéndice B. Andlisis estadistico

S. aureus 43300

Analisis de varianza de dos factores: ANOVA

Fuente fllll:l?‘:deos GI Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Interaccion 3.111 6 0.5185 0.8485 0.5457
Concentracion 1.889 3 0.6296 1.030 0.3968
Extracto 589.6 2 294.8 482.4 <0.0001
Residuo 14.67 24 0.6111

Verificacion de varianza y de homogeneidad de datos

F Valor- P Significante

Brown-Forsythe 530.6 <0.0001 Si
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Verificacion de prueba de normalidad

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-

Wilk

0.8845

0.0013

Prueba no paramétrica

Actual residual

Prueba Valor-P Valor P exacto o | Resumen del Estadistica de
aproximado valor p Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis | 0.0040 Exacto *k 8.229
QQ plot
2
— e
S 4- .
e »
T 0 b4
[ .
o e
T
11 e.
o
'2 1 1 1 1
-2 -1 0 1 2
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S. aureus 25923. Analisis de varianza de dos factores: ANOVA

Fuente Suma de Cuadrado medio = Razon-F Valor-P
cuadrados
Interaccion 0.003497 0.0005828 0.4773 0.8185
Concentracion 0.003596 0.001199 0.9816 0.4179
Extracto 7.531 3.765 3083 <0.0001
Residuo 0.02931 0.001221
Verificacion de varianza y de homogeneidad de datos
F Valor- P Significante
Brown-Forsythe 4778 <0.0001 Si
Verificacion de prueba de normalidad
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro- 0.8944 0.0024
Wilk
Prueba no paramétrica
Prueba Valor-P Valor P exacto o | Resumen del Estadistica de
aproximado valor p Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis = 0.0054 Exacto ok 8.040
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QQ plot

0.05

0.00

Predicted residual

-0.05 0.00 0.05
Actual residual

S. enterica 13076 Analisis de varianza de dos factores: ANOVA

Fuente f::(llz:‘:(fos Gl Cuadrado medio = Razon-F Valor-P
Interaccion 0.003546 6 0.0005911 0.6137 0.7171
Concentracion 0.002869 3 0.0009564 0.9930 0.4129
Extracto 7.774 2 3.887 4036 <0.0001
Residuo 0.02311 24 0.0009631

Verificacion de varianza y de homogeneidad de datos

F Valor- P Significante

Brown-Forsythe 5453 <0.001 Si
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Verificacion de prueba de normalidad

Prueba Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro- 0.9392

Wilk

0.0479

Prueba no paramétrica

Prueba Valor-P Valor P exacto o | Resumen del Estadistica de
aproximado valor p Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis = 0.0088 exacto *k 7.834
QQ plot
0.05
©
=]
=]
wn
2 0.00
T
[«}]
©
3
& -0.05
-0.05 0.00 0.05
Actual residual
E. coli 11775 Analisis de varianza de dos factores: ANOVA
Fuente Suma de GI Cuadrado medio Razon-F Valor-P
cuadrados
Interaccion 0.002092 6 0.0003487 0.7212 0.6366
Concentracion 0.002569 3 0.0008565 1.771 0.1795
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Extracto 8.078 2 4.039 8354 <0.0001
Residuo 0.01160 24 0.0004835
Verificacion de varianza y de homogeneidad de datos
F Valor- P Significante
Brown-Forsythe 7797 <0.0001
Verificacion de prueba de normalidad
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro- 0.9151 0.0091
Wilk
Prueba no paramétrica
Prueba Valor-P Valor P exacto o Resumen del Estadistica de
aproximado valor p Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis = 0.0002 exacto oK 10.35
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QQ plot
0.06

0.04-] e
0.02- *
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0.00 s
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002 @~
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Actual residual

Apéndice C. Actividad antimicrobiana extracto n-Hexano contra Escherichia coli

ATCC 11775

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Kanamicina 3mg/mL,

n-Hexano. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.
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Apéndice D. Actividad antimicrobiana extracto n-Hexano contra S. enterica ATCC 13076

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Kanamicina 3mg/mL, n-

Hexano. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.

Apéndice E. Actividad antimicrobiana extracto n-Hexano contra S. aureus ATCC 25923

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Oxacilina 3mg/mL, n-Hexano.

b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.
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Apéndice F. Actividad extracto n-Hexano contra S. aureus ATCC 43300

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Oxacilina 3mg/mL, n-Hexano.
b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.

Apéndice G. Actividad antimicrobiana extracto cloroformo contra Escherichia coli ATCC 11775

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Kanamicina 3mg/mL, n-

Hexano. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.
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Apéndice H. Actividad antimicrobiana extracto cloroformo contra S. enterica ATCC 13076

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Kanamicina 3mg/mL,
cloroformo. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.

Apéndice 1. Actividad antimicrobiana extracto cloroformo contra S. aureus ATCC 25923

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Oxacilina 3mg/mL, cloroformo.

b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.
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Apéndice J. Actividad antimicrobiana extracto cloroformo contra S. aureus ATCC 43300

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Oxacilina 3mg/mL,
cloroformo. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.

Apéndice K. Actividad antimicrobiana extracto acetato de etilo contra E. coli ATCC 11775

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Kanamicina 3mg/mL, acetato

de etilo. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.
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Apéndice L. Actividad antimicrobiana extracto acetato de etilo contra S. enterica ATCC 13076

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Kanamicina 3mg/mL, acetato

de etilo. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.

Apéndice M. Actividad antimicrobiana extracto acetato de etilo contra S. aureus ATCC 25923

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Oxacilina 3mg/mL, acetato de

etilo. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.
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Apéndice N. Actividad antimicrobiana extracto acetato de etilo contra S. aureus ATCC 43300

Nota: a) Concentracion del extracto de 10mg/mL, control de agua, Oxacilina 3mg/mL acetato de

etilo. b) Concentracion del extracto de 40-30-20 mg/mL y control.

Apéndice O. Membrana celular bacterias Gramnegativas y Grampositivas

Pared celular o a ® .
i isacérido O
Gram negativa Polisacérido central lipoteicoico e Acido
G = \ teicoico

Membrana
externa

Espacio
periplasmico —p

Espacio >
periplasmatico |~
Membrana B
citoplasmatica | GRERRREH

Nota: a). Membrana celular bacterias Gram Negativas b). Membrana celular bacterias Gram positivas
Tomado de Rodriguez, N. Y. M. (n.d.). Diferenciando Bacterias Gram Positivo (+) y Gram Negativo (-)

Mediante Tincion de Gram. UNA



