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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana ha impulsado la buisqueda de nuevas alternativas para
reducir la contaminacion en productos alimenticios. El uso de extractos naturales ha
cobrado relevancia debido a la presencia de compuestos bioactivos con potencial
antimicrobiano. Diversas especies vegetales han sido estudiadas y dentro de estas estan
las de la familia Annonacea, por su contenido en metabolitos secundarios como
alcaloides, flavonoides y acetogeninas entre otros. En este contexto el objetivo de este
trabajo fue, evaluar la actividad antibacteriana de hojas de cuatro especies del género
Annona: Annona muricata L., Annona squamosa L., Annona purpurea Moc. & Sessé ex
Dunal y Annona diversifolia Saff., frente a patdgenos presentes en la industria
alimentaria. Las hojas se maceraron durante 48 horas con una proporcion de extraccion
1:10 (p/v), los extractos se sometieron a evaporacion mediante destilacion. Para la
extraccion se emplearon cuatro solventes; etanol, isopropanol, agua y acetona, los cuales
se evaluaron mediante la prueba de susceptibilidad bacteriana por difusiéon en disco
(método Kirby-Bauer) en tres cepas bacterianas: Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Salmonella spp. Los resultados indicaron que el extracto acuoso de Annona diversifolia
Saft, mostro actividad inhibitoria frente a Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus, con
diametros promedio de 15.17 mm y 13.75 mm, respectivamente. Aunque la mayoria de
los extractos evaluados no generaron halos de inhibicidon debido al crecimiento bacteriano
observado dentro de las zonas del disco, el extracto acuoso de Annona diversifolia Saff.
destaco al presentar un efecto bacteriostatico frente a Escherichia coli 'y Staphylococcus
aureus. Este hallazgo sugiere la presencia de compuestos con potencial antimicrobiano y

constituye un punto de partida sélido para futuras investigaciones.

Palabras claves: Alternativas naturales, metabolitos secundarios, actividad inhibitoria,
bacteriostatico.
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I. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana se define como la capacidad de los microorganismos para
resistir los efectos de los agentes antimicrobianos, ya sea por mecanismos inherentes o
adquiridos durante su desarrollo (Giono ef al. 2020). Este fenomeno representa uno de
los mayores desafios a nivel global, especialmente por el incremento de microorganismos
multirresistentes que afectan la seguridad alimentaria, la sostenibilidad y los sistemas
productivos. En este contexto, los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) plantean un
llamado a promover soluciones sostenibles que protejan el ambiente y garanticen el

bienestar humano (Lopez et al. 2022).

Al menos siete de estos objetivos estan relacionados con la resistencia antimicrobiana, lo
que evidencia la necesidad de abordarla desde un enfoque integral, que incluya tanto la
gestion ambiental como el aprovechamiento de recursos naturales (Lopez et al. 2022).
Ante esta situacion, se ha resaltado la importancia de buscar alternativas naturales y
sostenibles, entre ellas los agentes antimicrobianos de origen vegetal. La familia
Annonaceae han mostrado potencial frente a diversos microorganismos, algunas especies
de esta familia, como Annona muricata L. (guanabana), Annona diversifolia Saff (anona
blanca), Annona squamosa L. (chirimoya), y Annona purpurea Moc. & Sess¢ ex Dunal
(chinguya), contienen compuestos bioactivos presentes en hojas, raices, corteza, frutos y
semillas, que incluyen principalmente polifenoles, alcaloides y acetogeninas, metabolitos

secundarios asociados a una amplia gama de actividades bioldgicas (Lopez ef al. 2022).

En busca de una respuesta a esta problematica, la presente investigacion tiene como
objetivo evaluar el efecto antimicrobiano de extractos vegetales obtenidos de cuatro
especies de la familia Annonaceae frente a cepas bacterianas de interés en la industria
alimentaria. Con el fin de determinar su capacidad inhibitoria y contribuir al desarrollo

de alternativas naturales que reduzcan la presencia de microorganismos resistentes.



ILLOBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

e [Evaluar la actividad antibacteriana de hojas de especies de la familia Annonaceae,

contra patogenos presentes en la industria alimentaria.

2.2 Objetivos Especificos

e Elaborar extractos a partir de hojas de especies de la familia Annonaceae.

e Evaluar la capacidad antibacteriana de los extractos frente a bacterias asociadas a

enfermedades de transmision alimentaria.

e Identificar los halos de inhibicion de los extractos de hojas de Annonaceae frente

a bacterias patdgenas.



III. REVISON DE LITERATURA

3.1 La resistencia antimicrobiana como amenaza global

La resistencia antimicrobiana (RAM), definida por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), como aquella que se produce cuando los microorganismos (bacterias, hongos,
virus y parasitos) sufren cambios al verse expuestos a los antimicrobianos, lo que provoca
que los medicamentos se vuelvan ineficaces y las infecciones persistan (Lugo y Curefio
2023). La RAM no solo afecta a la salud humana, sino también a la salud animal, la
seguridad alimentaria, el ambiente y la economia mundial. Una de las vias mads

preocupantes de transmision es a través de los alimentos (Gagetti ef al. 2020).

En la industria alimentaria, el consumo de alimentos contaminados contribuye al aumento
de los fracasos en los tratamientos antimicrobianos, a una mayor gravedad de las
infecciones y a un incremento en las tasas de mortalidad. Las bacterias resistentes son
mas persistentes en la cadena alimentaria y pueden colonizar el intestino humano, lo que
provoca infecciones mas dificiles de tratar (Chicaiza y Mayorga 2024).Este problema esta
estrechamente relacionado con el uso de antimicrobianos en animales destinados a la
produccion de alimentos, ya que su empleo favorece la aparicion de microorganismos

resistentes (Codex Alimentario, 2025).

El uso irresponsable y excesivo de antibidticos para el control de infecciones en animales,
esto combinado con la administracion a dosis subterapéuticas (como promotores del
crecimiento) en animales sanos de granja a través de alimentos y agua ha intensificado la
resistencia antimicrobiana (Lugo y Curefio 2023). Ademas las practicas de cria intensiva
y el uso de antibidticos de amplio espectro generan una presion selectiva que acelera la
aparicion de bacterias resistentes como; Staphylococcus aureus, Salmonella,

Campylobactery y E. coli, que pueden transmitirse a los seres humanos a través del



consumo de carne y otros productos alimenticios contaminados (Chicaiza y Mayorga

2024).

En un estudio global realizado en 2019, evaluaron la carga de la resistencia
antimicrobiana mediante la recopilacion y analisis de datos provenientes de 204 paises y
territorios, abarcando 22 patdgenos, lo que permitio generar estimaciones detalladas sobre
el impacto actual. Los datos revelaron que, seis patdgenos: Escherichia coli, seguida de
Staphylococcus — aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa, fueron responsables de 929, 000
muertes atribuibles y 3,57 millones muertes asociadas con la resistencia a los
antimicrobianos. En un segundo grupo se engloban otros seis patdgenos responsables
entre 10,000 y 250,000 muertes asociadas con la resistencia a los antimicrobianos.:
Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecium, Enterobacter spp., Streptococcus
agalactiae, Salmonella typhi y Enterococcus faecalis. Siendo considerados de prioridad

elevada (Murray et al. 2022).

Entre los factores que contribuyen al aumento de la resistencia a los antimicrobianos, se
incluyen la falta de acceso a agua potable, saneamiento e higiene inadecuados para
personas y animales; la insuficiente prevencion y control de infecciones en hogares,
centros de salud, el acceso limitado a vacunas, diagnosticos y medicamentos de calidad;
asi como la escasa concienciacion publica y profesional sobre el problema. Las
poblaciones que viven en entornos de bajos recursos se ven especialmente afectadas tanto

por las causas como por las consecuencias de la RAM (OMS 2023).

3.2 Desafios y mitigacion de la resistencia antimicrobiana

Estas condiciones pueden observarse en Honduras, donde convergen multiples factores
de vulnerabilidad. Este pais presenta altos indices de inseguridad alimentaria y
nutricional, pobreza extrema y una baja calidad de vida, lo que agrava la exposicion y
susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Sandoval 2024). Segun la FAO (2009), la
gastroenteritis es una de las enfermedades mas comunes en Honduras causadas por
alimentos contaminados, representando cerca del 99 % de las infecciones bacterianas

registradas. De no aplicarse las medidas recomendadas por la OMS, se estima que para
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2050 la resistencia a los antimicrobianos podria causar hasta 10 millones de muertes

anuales.

Abordar la resistencia a los antibidticos requiere un enfoque multifacético: mejor
vigilancia, programas de administracion, descubrimiento de nuevos medicamentos y
estrategias de tratamiento alternativas (Bhojyawal et al. 2024). En este sentido, el enfoque
“Una sola salud” apoya la seguridad sanitaria mundial al mejorar la coordinacion, la
colaboracion y la comunicacion en la interfaz entre humanos, animales y medio ambiente
para abordar amenazas sanitarias compartidas, como las enfermedades zoonoticas, la
resistencia a los antimicrobianos y las enfermedades transmitidas por alimentos, ya que

comprometen la seguridad alimentaria (Sinclair, 2019).

3.3 Cepas causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs)

Las ETAs son un gran problema para la industria de los alimentos, generalmente
asociadas a la presencia de bacterias patogenas en los productos o superficies de los
procesos productivos. La mayoria de los microorganismos patégenos como bacterias,
hongos, virus, levaduras, entre otros pueden ocasionar distintos malestares en el ser
humano e incluso pueden llegar a producir enfermedades a largo plazo, asi como
enfermedades a corto plazo (Sinclair, 2019). Entre los principales patdogenos causantes
de ETAs se encuentran Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella spp.
y Escherichia coli. Estos se transmiten de animales a humanos a través de la cadena
alimentaria o contactos estrechos, que incluyen la manipulacién y la interaccion directa
de animales. Muchos de estos patégenos son zoondticos, lo que facilita su propagacion a

las personas (Cheng et al. 2019).

El género Staphylococcus comprende aproximadamente 50 especies diferentes de
bacterias. Son cocos Gram positivos que tienden a agruparse en tétradas o racimos, y
pueden ser aerobios o anaerobios facultativos. Esta bacteria es una de las principales
causas de infeccion en los seres humanos (Parra efal. 2022). Los alimentos
principalmente involucrados en intoxicaciones alimentarias de este tipo son productos

carnicos, productos de panaderia, leche y productos lacteos. La intoxicacidon ocurre



debido a la ingestion de enterotoxinas producidas en los alimentos, debido a una

manipulacién y almacenamiento inadecuados a altas temperaturas (Abad et al. 2024).

Salmonella spp. son bacterias Gram negativas, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (Demiray et al. 2024). Las especies de estas bacterias son uno de los
patogenos transmitidos por los alimentos mas comunes y un problema de salud publica
en todo el mundo, causando importantes consecuencias econémicas. La principal via de
transmision de las infecciones por Salmonella es la oral, que implica el consumo de
alimentos o bebidas contaminados, los huevos, las aves de corral y los productos lacteos
son las fuentes mas comunes (Hashemi ef al. 2025). Asimismo, el higado es un alimento
comun en la cocina tradicional; sin embargo, los métodos de coccion a baja temperatura,
empleados para conservar su textura y color, pueden no alcanzar el calor necesario para
eliminar los patogenos, lo que representa un riesgo para la seguridad alimentaria (Polat

et al. 2025).

Escherichia coli, es una bacteria Gram negativa, se encuentra principalmente en las heces
y en el tracto gastrointestinal (TGI) de todos los animales de carne y aves de corral. Este
patégeno puede contaminar los alimentos de diversas maneras, incluyendo el
procesamiento, la manipulacion, la contaminacion indirecta con agua contaminada y el
envasado del producto terminado (Xu ef al. 2022). Este patogeno es responsable de
diversas complicaciones infecciosas, como insuficiencia renal, infeccion del tracto
urinario, diarrea, gastroenteritis y septicemia. Esto ha convertido a esta bacteria en un
problema de salud grave. Ante el aumento de ETAs ha crecido el interés por emplear

compuestos antimicrobianos (Yadav y Yadav 2025).

3.4 Relevancia y clasificacion de los antimicrobianos

Los antimicrobianos, incluidos los antibidticos, antivirales, antifingicos y
antiparasitarios, son compuestos fundamentales utilizados para prevenir y tratar una
amplia variedad de enfermedades infecciosas en humanos, animales y plantas. Sin
embargo, la aparicion y propagacion acelerada de patdgenos resistentes a los

antimicrobianos, amenaza seriamente la eficacia de estos tratamientos, comprometiendo



la capacidad del sistema de salud para controlar enfermedades que antes eran facilmente

tratables (OMS, 2023).

Los antimicrobianos pueden clasificarse segiin su modo de produccion en tres grandes
grupos: los naturales, que son generados por microorganismos (por ejemplo, la
penicilina); los sintéticos, fabricados completamente por sintesis quimica (como las
sulfonamidas); y los semisintéticos, que derivan de antimicrobianos naturales
modificados quimicamente para mejorar su eficacia, siendo estos ultimos los mas
utilizados en la practica clinica actual (Erraqui 2021). Entre esta clasificacion destacan
los antimicrobianos naturales que tienen propiedades antimicrobianas que se pueden
obtener de diversas fuentes, desde plantas, animales, bacterias, algas y hongos (Roman

y Jiménez 2020).

3.5 Las plantas como fuente de antimicrobianos naturales

Diversos microorganismos producen metabolitos secundarios (MS), con propiedades
antimicrobianas, como Lactococcus lactis, que genera nisina, un conservante natural
usado en alimentos. También las algas y los hongos se perfilan como fuentes
prometedoras de compuestos antibidticos. Por su parte, sustancias extraidas de la leche,
como lactoferrinas, lipidos y lisozimas, destacan por su capacidad para inhibir
microorganismos patégenos (Roman y Jiménez 2020). Las plantas sintetizan metabolitos
secundarios para neutralizar el exceso de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
radicales libres para contrarrestar los posibles dafios que puedas sufrir (Bubonja et al.

2020).

Los MS presentes en la plantas, desde el punto de vista bioldgico, se sabe que intervienen
en los mecanismos de defensa y que interrelacionan con el ambiente en fenémenos de
alelopatia (Vazquez 2023).Pueden clasificarse en cinco grupos principales: fendlicos,
alcaloides, saponinas, terpenos y glucosidos. Estos pueden utilizarse para el tratamiento
de otros organismos vivos que sufren dafios cromosomicos, ultraestructurales y del ADN

mediados por ROS (Bubonja et al. 2020).



Ademads, estos compuestos presentan efectos biologicos adicionales, como actividad
antifiingica y antiviral, lo que contribuye a la proteccion de las plantas frente a diversos
patogenos. Asimismo, estos compuestos funcionan como importantes absorbentes de
radiacion ultravioleta (UV), evitando dafios graves en las hojas. El perfil quimico de una
planta puede variar dependiendo de las condiciones de estrés bidtico y abidtico, cambios
en las intensidades de irradiancia y cualidades como; temperatura, sequia, incluso la
composicion de nutrientes del suelo puede afectar las concentraciones de los metabolitos

secundarios en las plantas (Bubonja et al. 2020).

Se han identificado alrededor de 1,300 especies vegetales que contienen compuestos
antimicrobianos, lo que evidencia la gran diversidad quimica del reino vegetal (Roman y
Jiménez 2020). Se considera que las plantas que manifiestan altos niveles de accion
antimicrobiana pueden ser buenas fuentes de extraccion de compuestos que inhiban el
crecimiento de patdgenos alimentarios. Entre las familias vegetales con mayor potencial

en este ambito, destaca la familia Annonaceae (Lopez et al. 2022).

3.6 Especies de la Familia Annonaceae

En los ultimos afios se han intensificado los estudios sobre la familia Annonaceae por ser
fuente de importantes agentes fitoquimicos con amplio potencial (Rivera y Guerrero
2023). Esta familia engloba una amplia variedad de especies vegetales comestibles y no
comestibles, de gran relevancia a nivel medicinal y nutricional, permitiendo la extraccion
de aceites de las semillas, hojas y frutos de diferentes especies, pudiendo ser utilizados

como medicamentos (Rangel et al. 2024).

Dentro de esta familia, destaca el género Annona el cual es uno de los mas importantes y
representa un papel importante en la seguridad alimentaria (Rangel et al. 2024). Esta
familia es la més grande del Orden Magnoliales, e incluyen arboles tropicales, arbustos y
trepadoras (Lopez et al. 2022). Son una familia de plantas compuesta por 130 géneros de
los cuales se han identificado 2,300 especies que se encuentran distribuidos en los
tropicos y subtropicos de Centro y Sur América, Africa, Asia y Australia, con alternancia

de estaciones secas y huimedas (Alvarez et al. 2024, Piedragil et al. 2023). Estas especies



se adaptan a climas tropicales y subtropicos, lo que las hace especialmente relevantes en
regiones como el Corredor Seco Centroamericano, donde la seguridad alimentaria y la
resiliencia frente a condiciones climaticas extremas son una prioridad. El Corredor Seco
es una franja de territorio que atraviesa Costa Rica, Nicaragua, Honduras, El Salvador y

Guatemala (FAO s. f.).

En Honduras, se han reconocido especies nativas del género Annona, entre ellas: A.
cherimola, A. glabra, A. holosericea, A. liebmanniana, A. montana, A. muricata L, A.
reticulata, A. squamosa L, A. diversifolia Saff y A purpurea Moc. & Sessé ex Dunal.
Estas especies se distribuyen en los 18 departamentos del pais (Ortega et al. 2024).
Annona squamosa L, también conocida como andn y chirimoya, representa una especie
tropical endémica. Los fitoquimicos presentes en los extractos de hojas de A.
squamosa L. representaban un porcentaje significativo de su composicion quimica
(Moussa efal. 2024). En Honduras se encuentra distribuido mayormente en los
departamentos de Choluteca, Comayagua, Francisco Morazéan, La Paz y Olancho (Ortega

et al. 2024).

Otra especie destacada es la A. muricata L, también conocido como guandbano, es una
de las especies comestibles mas importantes (Vazquez 2023). Dentro de esta especie, se
han identificado méas de 212 fitoquimicos en diferentes partes del arbol (Sosa et al. 2022).
Es un fruto ovoide, de hasta 30 cm de largo, con proyecciones delgadas, curvas,
equinadas, sin presencia de carpelos, con pulpa color blanca (Ortega et al. 2024). También
se ha documentado el potencial de la Annona diversifolia Saff., conocida popularmente
como “ilama, papauce, lamazapotl, anona blanca o chirimoya”, se utiliza en la medicina
tradicional para tratar la inflamacion, el dolor y la diabetes mellitus, asi como analgésicos
(Murrieta et al. 2024). El fruto mide aproximadamente 12 cm de largo y tiene una pulpa
dulce, de color blanco, rosa o rojizo. Las semillas son cilindricas, alargadas, de color café

brillante y textura lisa (Sandoval 2024).

La Annona purpurea Moc. & Sessé¢ ex Dunal, se conoce con mas de 60 nombres, estando

29 ¢

entre los mas generalizados “cabeza de negro”, “chinguya” y “sincuya” (Topete et al.

2020). Esta especie, produce metabolitos secundarios con actividad bioldgica sobre



hongos, por lo que los estudios de sus compuestos tienen amplio potencial, de las hojas,
tallos y semillas (Vazquez 2023). Las hojas de esta especie son simples, con peciolos de
0.3 a 0.6 cm de largo; laminas de 10 a 30 cm de largo y de 4 a 15.5 cm de ancho,
obovadas a eliptica-obovadas. En Honduras la distribucion regional corresponde a los
departamentos de Choluteca, Comayagua, Copan, Francisco Morazdn, Olancho, Santa

Barbara y Valle (Ortega et al. 2024).

3.7 Metabolitos secundarios presentes en las Annonaceae con actividad

antimicrobiana

La familia Annonaceae han sido ampliamente estudiadas por su composicion fitoquimica
y sus potenciales aplicaciones, los fitoquimicos presentes en esta familia incluyen
alcaloides, acetogeninas, flavonoides, polifenoles, taninos, compuestos fenodlicos,
péptidos, saponinas y esteroles que estan relacionados con multiples actividades
bioloégicas como efectos anticancerigenos, antioxidantes, antiinflamatorios,
antimicrobianos, anticonvulsivos, antidiarreicos, antiespasmodicos, antiparasitarios e
insecticidas (Amador ef al. 2022, Lopez et al. 2022, Moussa et al. 2024; Murrieta et al.
2024; Sosa et al. 2022).

Los polifenoles, los alcaloides y las acetogeninas son los grupos mas relevantes en esta
familia (Alvarez et al. 2024). Ademas, los frutos de la familia Annonaceae son ricos en
calorias, vitaminas y minerales (K, Ca, Na, Cu, Fe y Mg) (Piedragil et al. 2023).De este
modo, se trata de una fruta con un notable valor, no solo por su sabor y caracteristicas
sensoriales, sino también por la presencia de compuestos bioactivos que contribuyen al

desarrollo de alimentos funcionales (Moussa et al. 2024).
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IV. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se dividio en 5 etapas, descritas a continuacion.

4.1 Etapa 1. Recoleccion de la materia prima

Se estudiaron hojas de cuatro especies de plantas del género Annona pertenecientes a la
familia Annonaceae: Annona muricata L., Annona squamosa L., Annona purpurea Moc.
& Sessé ex Dunal, y Annona diversifolia Saff. La recoleccion se llevd a cabo en el
corredor seco del territorio hondurefio durante los meses de mayo-agosto del 2025. Se
seleccionaron 300 gramos de hojas por especie, sin presentar dafos fisicos ni alteraciones
bioldgicas visibles (ver Figura 1). Una vez recolectadas, las hojas se colocaron en papel
de estraza y se etiquetaron individualmente con el nombre correspondiente a la especie.
Las hojas fueron almacenadas en condiciones higiénicas para evitar la descomposicion
del material y luego trasladadas al laboratorio de Microbiologia y el Laboratorio de

Quimica de la Universidad Nacional de Agricultura.

Amona muricata L

LA

Figura 1: Especies de plantas del género Annona



4.2 Etapa 2. Secado del material vegetal

Como se observa en el Anexo 2, las hojas se lavaron con agua destilada para eliminar
particulas extrafias. Posteriormente, se procedid a secarlas y colocarlas sobre papel
absorbente para retirar la humedad, luego se realiz6 la deshidratacion en un deshidratador
marca Oster manteniendo la muestra a una temperatura constante de 45°C durante 2
horas., siguiendo la metodologia de Ali ef al. (2014). Después del secado, las hojas se
sometieron a un proceso de molienda para obtener una particula fina y facilitar el proceso

de extraccion de los compuestos bioactivos.

4.3 Etapa 3. Elaboracion de extractos botanicos

La obtencion de extractos se realizé mediante el método de maceracidon, empleando cuatro
solventes de forma separada, agua, isopropanol, etanol y acetona, los puntos de ebullicion
fueron 100 °C, 80 °C, 77 °Cy 56 °C. respectivamente de cada uno. En cada experimento
se pesaron 30 g de hojas deshidratadas, las cuales se colocaron en un matraz, afiadiendo
300 mL de solvente a una proporcion de extraccion de 1:10 p/v, siguiendo la metodologia
de Bubonja (2020). Las muestras se sometieron a un proceso de maceracion durante 48
horas y sin mantener contacto directo con la luz. Transcurrido este periodo, el extracto
fue filtrado tres veces utilizando papel de filtro (Whatman N.° 1), con el fin de eliminar

s6lidos y obtener una solucién liquida (ver Anexo 3).

4.4 Etapa 4. Separacion del solvente mediante destilacion

Las muestras se sometieron a un proceso de destilacion (ver Anexo 4), en el cual la
temperatura alcanzada correspondi6 al punto de ebullicidén méaximo de cada solvente. Este
procedimiento permiti6 la evaporacion controlada del solvente y la concentracion del
extracto. El tiempo de destilacion dependi6 del solvente utilizado: agua, etanol,
1sopropanol y acetona presentaron tiempos de 60, 35, 20 y 15 minutos, respectivamente.
Una vez completada la evaporacion, las muestras se colocaron en frascos de vidrio dmbar,

los cuales se almacenaron en refrigeracion (4 °C) hasta su uso posterior.
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4.5 Etapa 5. Evaluacion microbiologica

4.5.1 Preparacion de medios de cultivo y del indculo bacteriano

Como se evidencia en el Anexo 5, se empled el medio de cultivo agar Mueller-Hinton
(MHA) el cual se preparo6 disolviendo 38 g del medio en 1000 mL de agua destilada, la
disolucion obtenida se llevo a una placa calefactora a 90 °C hasta disolver completamente
el medio. Posteriormente para su esterilizacion, las soluciones obtenidas se colocaron en
autoclave a una temperatura de 120 °C durante 15 minutos, segin la metodologia de
Vargas et al (2023). Una vez esterilizado, se vertieron en placas de Petri estériles y se dejo
solidificar, dentro de una campana de flujo laminar. Posteriormente se utilizaron cepas de
Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Escherichia coli, las cuales se inocularon por
el método de siembra por estria en placas con agar nutriente. Las placas se incubaron a

37 °C durante 24 horas (Velasco et al. 2021).

Para la preparacion de la suspension bacteriana, se utiliz6 solucion salina como medio de
dilucion. Se transfirieron 2 mL de esta solucion a un tubo de ensayo haciendo uso de una
jeringa. Posteriormente, mediante el uso de un asa bacterioldgica previamente
esterilizada, se tomo una pequefia porcion de una colonia aislada proveniente de las placas
con cultivo bacteriano en agar nutriente. La colonia fue cuidadosamente transferida al
tubo de ensayo que contenia la solucion salina, agitando suavemente, este procedimiento
se repitid hasta alcanzar una turbidez visual equivalente al estandar 0.5 (1.5 x 10 8

UFC/mL) de McFarland (Bubonja ef al. 2020).

4.5.2 Susceptibilidad antibacteriana mediante disco difusion en agar

El extracto vegetal se someti6 a una prueba de susceptibilidad, para evaluar su capacidad
antimicrobiana mediante la formacion de halos de inhibicion, aplicando el método de
Kirby-Bauer (Zuraidawati et al. 2019). Para ello, se impregnaron discos de papel de filtro
con 30 uL de cada extracto haciendo uso de una micropipeta, siguiendo la metodologia

Brocos (2024) y Vargas et al (2023). Posteriormente se colocaron con una pinza estéril
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sobre la superficie de las placas con MHA previamente preparadas con el indculo
bacteriano haciendo uso de hisopos estériles para realizar una dispersion en la superficie
de las placas. Seguidamente, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas (Velasco
et al. 2021). Tras la incubacion, se procedid a la medicion del diametro de los halos de
inhibicion para determinar el crecimiento bacteriano alrededor de los discos impregnados
con los extractos. La zona de inhibicion se midi6 en milimetros (mm). Todos los

tratamientos se realizaron por triplicado (ver Anexo 6).

Tabla 1: Combinacion de solventes y especies que conforman los tratamientos

N° de tratamiento Solvente Especie
T1 Etanol
12 Isopropanol Annona muricata L.
T3 Agua
T4 Acetona
T5 Etanol
6 Isopropanol Annona squamosa L
T7 Agua
T8 Acetona
T9 Etanol
T10 Isopropanol Annona purpurea Moc. & Sessé
T11 Agua ex Dunal.
T12 Acetona
T13 Etanol
T14 Isopropanol Annona diversifolia Saff
T15 Agua
T16 Acetona
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos del género Annona

La Tabla 2 muestra los resultados de la actividad antibacteriana obtenida con los extractos,

en funcion de las bacterias evaluadas. El extracto acuoso de Annona diversifolia Saff.

(T15), presento la mayor actividad inhibitoria. Los otros extractos correspondientes a las

diferentes especies vegetales y los solventes empleados en su extraccion, no mostraron

actividad bactericida frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella.

Como se observa en la Figura 2, el extracto acuoso de Annona diversifolia Saff., mostr6

inhibicion (—) frente a S. aureus y E. coli, mientras que en los otros tratamientos evaluados

se observo crecimiento bacteriano (+).

Tabla 2: Resultados cualitativos de crecimiento bacteriano.

Especies

Solvente

E. coli

S.aureus

Salmonella

Annona diversifolia Saff

Annona muricata L.

Annona squamosa L

Annona purpurea Moc. &
Sessé ex Dunal.

Agua
Isopropanol
Etanol
Acetona
Agua
Isopropanol
Etanol
Acetona
Agua
Isopropanol
Etanol
Acetona
Agua
Isopropanol
Etanol
Acetona

+ + + + + + + + + + + + + +

+

+ + + 4+ + + + + 4+ + + 4+ + + o+

+ + + 4+ + + + + 4+ + + 4+ + o+

Crecimiento bacteriano (+); Ausencia de crecimiento o inhibicion (-).



Aunque la mayoria de los tratamientos elaborados a partir de las especies del género
Annona no generaron halos de inhibicidn, el extracto acuoso de A. diversifolia Saff.
mostrd los mayores didmetros de inhibicion contra S. aureus (13.75 mm) y E. coli (15.17
mm).Segun Ishak ef al. (2025) la presencia de crecimiento bacteriano dentro del area de
inhibicion sugiere que el extracto no ejercid un efecto bactericida, sino que limitd su
multiplicacion, lo que se interpreta como un efecto bacteriostatico, ya que un agente se
considera bacteriostatico cuando inhibe el crecimiento bacteriano sin provocar la
destruccion completa de las células, mientras que un agente bactericida causa la muerte

total de las bacterias.

Figura 2:Halos de inhibicion del extracto acuoso de Annona Diversifolia Saff en E. coli
(1) y S. aureus (2)

La observacion de una inhibicion, indica que el extracto contiene compuestos con
actividad antimicrobiana, capaces de limitar la multiplicacion de las bacterias. En este
caso, los resultados del tratamiento acuoso de Annona diversifolia Saff, evidencian un
comportamiento inhibitorio, lo que respalda la interpretacion de una accion
bacteriostatica. Segin Gorniak et al (2019) este efecto puede involucrar una lisis parcial,
mediante la cual los compuestos bioactivos presentes en el extracto dafian parcialmente
la membrana bacteriana, este dafio puede favorecer la agregacion bacteriana,
probablemente debido a cambios en la superficie celular, reflejando la accion moduladora

de los metabolitos secundarios.

5.2 Efecto de la polaridad de los compuestos bioactivos y los solventes empleados
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Las Anonaceas, como todos los vegetales, poseen rutas metabodlicas que forman
compuestos de bajo peso molecular, llamados metabolitos secundarios (Vazquez 2023).
Segun Ngemenya et al (2022) la débil actividad observada en la prueba del disco podria
deberse al bajo contenido de metabolitos secundarios presentes en el extracto. Afectando
tanto la cantidad como la calidad de los compuestos bioactivos presentes (Zuraidawati
et al. 2019). Asimismo, se ha demostrado que varios factores afectan el didmetro de la
zona de inhibicion en la prueba del disco, ya que esta técnica se basa en la difusion de los
compuestos desde el disco hacia el medio. Para los extractos vegetales, un factor
determinante es la polaridad de los compuestos donde muchos de ellos son no polares y
se difunden lentamente en el agar, un medio acuoso, lo que limita su capacidad para

formar halos detectables (Ngemenya et al. 2022).

Es por eso que la seleccion de los solventes durante el proceso de extraccion influye
significativamente en el tipo de compuestos bioactivos que se extraeran de la muestra,
debido a que se rige el principio de similitud de polaridad, el cual determina la afinidad
entre el solvente y las moléculas presentes. Los compuestos de alta polaridad tienen
mayor probabilidad de ser extraidos con solventes polares, mientras que los solventes no
polares tienden a extraer los compuestos de baja polaridad (Nilamsari ef al. 2023). En la
familia Annonaceae destacan principalmente compuestos de naturaleza polar, como los
polifenoles y los alcaloides, cuya extraccion se ve favorecida por solventes polares, asi
como las acetogeninas, caracterizadas por su baja polaridad y, por lo tanto, mas afines a

solventes menos polares (Alvarez et al. 2024).

Para la extraccion de compuestos fenolicos, los solventes mas empleados son el agua, el
etanol y la acetona, debido a que su polaridad favorece la solubilizacion de este tipo de
metabolitos (Alcantara et al. 2019). Asimismo, un estudio sefnal6 que el isopropanol, por
su caracter polar, actia como un solvente adecuado para la extraccion de compuestos
fenolicos, ya que presenta afinidad con estas moléculas y permite una separacion eficiente
del material vegetal (Modzelewska et al. 2025). Los solventes utilizados por su naturaleza
polar, facilitan la recuperacion de metabolitos con caracteristicas semejantes, como los
flavonoides, cuya extraccion se ve favorecida cuando existe compatibilidad entre la

polaridad del solvente y la del compuesto (Alcantara et al. 2019). Esta propiedad quimica
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no solo es util para su obtencidn, sino que también influye en su actividad biologica

(Gérniak et al. 2019).

Dentro del género Annona, las acetogeninas destacan por su relevancia biologica, ya que
constituyen uno de los grupos de metabolitos més caracteristicos y estudiados. Aunque se
originan de &cidos grasos de cadena larga, su estructura incorpora grupos hidroxilo que
conforman un nucleo polar. Esta polaridad parcial favorece su extraccion mediante
solventes organicos polares, incluidos aquellos de naturaleza polar como el etanol y el
metanol, que presentan afinidad con dichos compuestos y permiten recuperarlos de
manera mas eficiente (Durdn et al. 2021). En el caso de los alcaloides, estos presentan
grupos funcionales que les confieren cierta polaridad, caracteristica que no solo determina
su interaccion con distintos tipos de solventes, sino que también permite su solubilidad
en agua y, en consecuencia, facilita su extraccion en medios acuosos, donde su

recuperacion suele ser mas favorable (Nguyen et al. 2025).

Un estudio fitoquimico de Lepidium sativum demostrd que la extraccion asistida
utilizando agua como solvente resulté ser la més eficaz para la obtencion de polifenoles,
debido a su alta polaridad (Rafinska ez al. 2019). En otro estudio donde se utiliz6 Annona
muricata Saff., se observo que el extracto acuoso present6 una inhibiciéon moderada frente
a una cepa de Mycobacterium MDR; sin embargo, este extracto no mostrd efecto
bactericida, pero si un efecto bacteriostatico (Ngemenya et al. 2022). De manera similar,
al extracto acuoso de Annona diversifolia Saff. que presentd actividad bacteriostatica.
Segtiin Ngemenya et al. (2022) esto es relevante, ya que un efecto bacteriostatico puede
no generar un halo visible en las pruebas de difusion, especialmente cuando la

concentracion es baja.

5.3 Influencia de la estructura celular en la susceptibilidad de bacterias Gram positivas y

Gram negativas

Diversos estudios han sefialado que las bacterias Gram negativas presentan una mayor
complejidad y resistencia frente a los antimicrobianos en comparacion con las Gram

positivas (Alhumaid et al. 2021). Esto se debe a que las bacterias Gram negativas poseen
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una estructura celular compuesta por tres capas. La primera capa es la membrana externa
(ME), una caracteristica protectora y distintiva que diferencia a las bacterias Gram
negativas de las Gram positivas, esta capa es la principal razén por la que estas bacterias
pueden resistir muchos tipos de antimicrobianos (sintéticos, semisintéticos o naturales)
(Breijyeh et al. 2020). Asimismo, a diferencia de las bacterias Gram positivas, las Gram
negativas son resistentes a los antibiodticos sintéticos, principalmente debido a la baja

permeabilidad de su membrana celular (Gérniak et al. 2019).

Se ha reportado que las plantas de la familia Annonaceae tienen una alta actividad contra
diversas cepas bacterianas, tanto Gram positivas como Gram negativas, debido a la
presencia de metabolitos secundarios con propiedades bioactivas, entre los cuales
destacan los flavonoides, estos compuestos han sido ampliamente estudiados por sus
propiedades antimicrobianas en estos dos tipos de bacterias, lo que explica su relevancia
dentro del efecto antibacteriano observado en la familia (Goérniak et al. 2019). Estas
bacterias incluyen microorganismos comunmente asociados a enfermedades de
transmision alimentaria, lo que incrementa su importancia desde el punto de vista

sanitario (Bubonja et al. 2020).

S. aureus, una bacteria Gram positiva , asi como E. coli y Salmonella, ambas bacterias
Gram negativas, se encuentran entre los microorganismos patdogenos multirresistentes
mas comunes (Harahap et al. 2022). Los resultados en esta investigacidon mostraron
actividad inhibitoria en el extracto acuoso de Annona diversifolia Saft, frente a S. aureus
y E. coli, lo que indica que dicho extracto posee compuestos capaces de interferir con el
crecimiento de estas bacterias. En el caso de Salmonella no se observd ningun efecto.
Segun Goérniak et al. (2019) este comportamiento sugiere que, aunque algunas bacterias
Gram negativas pueden responder al tratamiento, en general tienden a presentar una
mayor resistencia que las Gram positivas, debido a las diferencias estructurales en su
pared celular, las cuales dificultan la penetracioén de los compuestos bioactivos y limitan

su accidon antimicrobiana.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de extractos vegetales es necesario considerar la
posible influencia de los solventes en el medio de cultivo (Bubonja et al. 2020). Siguiendo

las recomendaciones de Eloff (2019), se incorporaron controles positivos y negativos,
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como controles positivos se empleod antibidtico sintético: ciprofloxacina para Salmonella
spp., cefotaxima para Staphylococcus aureus y amikacina para Escherichia coli, los
cuales generaron zonas de inhibicion claras y definidas. El control negativo, consistente
en la aplicacion del disco, sin presencia del extracto ni disolvente, como era esperado,
este no produjo zonas de inhibicion (ver Figura 2). Es importante considerar que factores
como el tipo de bacteria evaluada y el solvente empleado en la extraccién pueden influir

significativamente en la obtencion de compuestos bioactivos.
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VI. CONCLUSIONES

Se evidencid efecto bacteriostatico en el extracto acuoso de Annona diversifolia Saff.,
mientras que los demas extractos de hojas de especies de la familia Annonaceae no

mostraron ninguna actividad en las bacterias evaluadas.

Se logro elaborar los extractos de las cuatro especies del género Annona seleccionadas

empleando agua, etanol, isopropanol y acetona como solventes.

El extracto acuoso de Annona diversifolia Saff., fue el tratamiento que mostrd halos de

inhibicioén frente a E. coli 'y S. aureus.

Se acepta la hipodtesis nula y se rechaza la hipdtesis alternativa, dado que los extractos no

presentaron efecto bactericida sobre los microorganismos patégenos evaluados.



VII. RECOMENDACIONES

Dar continuidad al estudio del potencial antimicrobiano de las especies del género

Annona.

Profundizar en la evaluacion del extracto acuoso de Annona diversifolia Saff. dado que

este extracto fue el que mostré efecto bacteriostatico.

Considerar la evaluacion futura del género Annona frente a otros microorganismos de

interés alimentario.

Ampliar la investigacion hacia la caracterizacion de los compuestos presentes en los

extractos de Annonaceae.
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Anexo 4: Separacion del solvente mediante destilacion
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