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Abstract: Phytochemical bio-guided studies are used to find compounds with biological activity.
Flavonoids from seeds of Leucaena species have antimicrobial activity in strains of medical interest,
therefore, fresh seeds were collected from the town of Tlayacapan, Morelos, Mexico. The methanolic
extracts were obtained by the maceration technique, targeted fractionation was performed using
adsorption and molecular exclusion chromatographic techniques; to observe the antimicrobial activity,
agar diffusion techniques were used; spectrometric and spectroscopic techniques were used for the
characterization of D-pinitol, resulting from the fractionation of L. leucocephala. Antimicrobial activity
was found on strains of Escherichia coli CUSI and Staphylococcus aureus ATCC 29213 of the most polar
fractions, identifying the responsible compounds by HPLC: caffeic acid, gallic acid, p-coumaric acid,
quercetin, catechin and apigenin, these compounds can inhibit the activation enzymatic, synthesis of
nucleic acids and proteins, chelating with different ions, etc.

Keywords: Antimicrobial; Chromatography; D-pinitol; Leucaena; Natural products.

Resumen: Los estudios biodirigidos fitoquimicos son empleados para encontrar compuestos con
actividad biol6gica. Los flavonoides de semillas de especies de Leucaena son reportados por tener
actividad antimicrobiana sobre cepas de interés médico, por tanto, se colectaron semillas frescas de la
localidad de Tlayacapan, Morelos, México. Se obtuvieron los extractos metandlicos mediante la técnica
de maceracion, el fraccionamiento dirigido se realiz6 empleando técnicas cromatogréaficas de adsorcion y
exclusién molecular; la actividad antimicrobiana se determind mediante técnicas de difusién en agar; se
utilizaron técnicas espectrométricas y espectroscopicas para la caracterizacion del D-pinitol, resultado del
fraccionamiento de L. leucocephala. Se encontré actividad antimicrobiana sobre cepas de Escherichia
coli CUSI y Staphylococcus aureus ATCC 29213 de las fracciones mas polares, identificando los
compuestos responsables via HPLC: acido caféico, acido galico, &cido p-cumarico quercetina, catequina y
apigenina, dichos compuestos pueden inhibir activacion enzimatica, sintesis de acidos nucleicos y
proteinas, quelarse con diferentes iones, etc.

Palabras clave: Antimicrobiano; Cromatografia; D-pinitol; Leucaena; Productos naturales.
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INTRODUCTION

La accion preventiva o curativa de las plantas se debe
a principios activos que son producto del
metabolismo secundario de las mismas. Son
conocidos méas de 100.000 metabolitos secundarios y
s6lo el 1% cuenta con estudios fitoquimicos de
caracterizacion e identificacion de moléculas y de
actividades biol6gicas de importancia médica
(Akerele, 1993; Bhalla et al., 2005; Llorente y
Ocegueda, 2008). Las especies de la familia Fabaceae
representan buenas candidatas para realizar estudios
de actividades biologicas debido a su diversidad
taxondmica, fitoquimica y por ser de alto consumo
por la poblacion en general (Villasefior, 2004).

El género Leucaena es uno de los 754
géneros que tiene la familia Fabaceae, cuenta con 24
especies a nivel mundial y 13 de ellas se encuentran
en México. Tradicionalmente han sido utilizadas para
la alimentacion, vivienda y terapéutica de diversas
etnias del territorio mexicano, donde son
popularmente conocidas como “guajes” (Zolla, 1980;
Zérate, 1994; Rojas et al., 2001).

Las especies méas representativas del género
Leucaena son L. leucocephala y L. esculenta,
coloquialmente conocidas como “guaje blanco” y
“guaje rojo” respectivamente. L. leucocephala es
caracteristicamente un arbol glabrescente de hasta 12
m de alto, con ramas cilindricas, pinnas de 6 a 9
pares, foliolos de 9 a 18 (-24) pares; inflorescencia
blanca; fruto tipo vaina oblongo, café y liso; las
semillas son obovadas moreno rojizo claro a oscuro;
naturalizada pantropical y ampliamente distribuida
como planta cultivada. Por su parte, L. esculenta es
un arbol de hasta 15 m de alto, con corteza lisa, color
gris claro brillante, ramas carinadas, pinnas de 18 a
32 pares, foliolos 39 a 64 (-85) pares; inflorescencia
blanca y globosa; fruto tipo vaina membranaceo
rojizo o pardo; las semillas son obovadas castafio
rojizas o amarillentas; se distribuye en la sierra
Madre del Sur, en la Depresion del Balsas, la
Depresion Tehuacan-Cuicatlan-Quiotepec y las zonas
de la Alta Mixteca. En México, ambas especies, son
principalmente utilizadas como recurso comestible,
cerca viva, forrajera y medicinal (Zarate, 1994;
Zérate, 1997).

En estudios etnobotanicos hechos en México,
se reportan efectos analgésicos, anticancerigenos,
antiinflamatorios, antidiabéticos, afrodisiacos,
eupépticos, antiparasitarios y antimicrobianos de
extractos de hojas y semillas de L. leucocephala y L.
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esculenta (Zarate, 1987; Zarate, 1999; Lim, 2012;
Roman, 2015; Peralta et al., 2017; Sepulveda et al.,
2018; Mora et al., 2021). Especificamente, en
estudios antimicrobianos mediante la técnica de
difusion en agar, se reporta actividad de los extractos
de hojas y semillas de L. leucocephala,
principalmente sobre cepas de Vibrio cholerae,
Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Escherichia coli 'y Pseudomonas
aeruginosa con halos de inhibicion promedio de 15
mm para E. coli y S. aureus (Nwe et al., 2001;
Mathur et al., 2013; Savita y Preeti, 2015; Dago et
al., 2020). En el caso de L. esculenta, los extractos
acuosos y metandlicos de las semillas fueron
efectivos contra cepas bacterianas de E. coli y S.
aureus con halos de inhibicion de 16 mm en
promedio (Mora et al, 2021). En términos
cuantitativos y mediante la técnica de microdilucién
en caldo Abu et al. (2016) y Mora et al. (2021),
reportaron valores de CMI del extracto acuoso y
metandlico cde hojas y semillas de L. leucocepahala
y L. esculenta para S. aureus de CMI de 2000 a 6000
pg/mL. Mientras que un informe de Savita y Preeti,
(2015) obtuvo los siguientes datos de CMI para E.
coli a partir del extracto de hojas de L. leucocephala,
extracto metandlico: 620 ug/mL, acetona: 5000
ug/mL y finalmente para el cloroférmico 1250
pg/mL. Las CMI de los antibidticos convencionales
suelen oscilar entre 0.01 y 10 ug/mL, mientras que
los compuestos vegetales se clasifican habitualmente
como antimicrobianos si sus CMI oscilan entre 100 y
1000 pg/mL (Bubonja-Sonje et al., 2020). Por su
parte, Rios y Recio, (2005) proponen que la CMI
para la actividad antimicrobiana de un extracto de
planta y un compuesto aislado para que se consideren
significativos debe estar por debajo de 100 pg/mL y
por debajo de 10 pg/mL, respectivamente. Sin
embargo, es importante mencionar que la actividad
antimicrobiana de un extracto es significativamente
diferente a la de un compuesto puro ya que en el
primer caso se trata de una mezcla donde los
compuestos  activos pueden estar en baja
concentracion, inhibirse en presencia de otros
compuestos o incluso ser inactivos; en tanto que, al
tratarse de compuestos puros, estos actian
potenciando su actividad. Segun Fabry et al. (1998),
se considera que las plantas con CIM por debajo de
8000 pg/mL muestran cierta actividad
antimicrobiana, Gibbons, (2004); Rios y Recio,
(2005) y Oliveira et al., (2013) afirman que los
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extractos de plantas y productos naturales con CIM
por debajo de 1000 pg/mL son buenos candidatos
para farmacos antimicrobianos.

Respecto a estudios fitoquimicos en L.
leucocephala se reporta la presencia de flavonoides,
saponinas, fenoles, glicésidos cardiacos, terpenoides
(Revathi 'y Deivasigamani, 2018) y taninos
condensados (Stewart y Dunsdon, 1998; Espinoza et
al., 2003). Algunos compuestos han sido
identificados mediante GC-MS como: neofitadieno
(9.48%), octadecaeno (3.15%), 1-octadecieno
(3.85%), fitol (52.51%) y hexacosano (7.26%)
(Umaru et al., 2018). Por otro lado, otros compuestos
como derivados de quercetina y catequina, apigenina
y acidos fenolicos fueron identificados en extractos
polares de hojas y semillas de guaje blanco (Chung-
Yiy Yau-Der, 2010a; Chung-Yi y Yau-Der, 2010b;
Chen y Wang, 2011). En tanto que L. esculenta tiene
presencia de taninos condensados en el extracto
metanodlico de hojas (Stewart y Dunsdon, 1998;
Osborne y McNeill, 2001; Dalzell y Shelton, 2002;
Barahona et al., 2003) y triptaminas en la corteza
(Zarate, 1994).

Para lidiar con la creciente mortandad que
producen las enfermedades infecciosas respiratorias e
intestinales, ademas de la problematica de Ila
resistencia microbiana a los antibiéticos comerciales,
se ha retomado la blsqueda de principios activos de
plantas en los taxa mas diversos y utilizados en la
medicina tradicional para el tratamiento de estos
padecimientos (Miethke et al., 2021). Aunado a esto,
los recursos vegetales son muy utilizados ya que las
plantas son materia de facil obtencion, manejo,
requieren de pocos cuidados y representan bajos
costos para la mayoria de las comunidades humanas
(Waizel, 2006; OMS, 2013; Royaka et al., 2014;
OMS, 2017; Flatley, 2019).

La elucidacién de compuestos vegetales de
interés médico se lleva a cabo de diferentes maneras,
Atanasov et al. (2015), remarca 5 principales
estrategias entre las cuales detalla dos principales por
su facilidad, precision y ventajas, una es la
metabolomica, la cual se utiliza para medir de forma
global los metabolitos de bajo peso molecular, lo que
permite la comparacion simultanea de diferentes
muestras y por tanto, destacar los compuestos
producidos como biomarcadores para ser empleados
como antimicrobianos potenciales (Wu et al., 2015),
sin embargo tiende a ser costosa. Por otro lado, los
estudios biodirigidos fitoquimicos son una de las
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estrategias de obtenciobn de metabolitos con
actividades bioldgicas mas usuales, estos se basan en
que, los extractos que muestran la actividad de interés
son seleccionados y sometidas a fraccionamiento por
cromatografias (Lautié et al., 2020), y en el caso de
los productos naturales antimicrobianos son probados
mediante métodos microbianos en agar y con las
cepas correspondientes (Abreu et al., 2008). Si bien,
existen diferencias sobre la obtencién de metabolitos
segun la técnica, es importante resaltar la enorme
diversidad de moléculas como potenciales
antibidticos y tratar asi, de superar las limitaciones en
los diversos sectores de investigacion y financiacion
para potenciar el desarrollo de productos seguros y de
calidad (Miethke et al., 2021).

Debido a los antecedentes etnoboténicos,
antimicrobianos y fitoquimicos se considera que los
metabolitos secundarios, particularmente flavonoides
de semillas de ambas especies de Leucaena poseen
actividad antimicrobiana sobre cepas de interés
médico, el objetivo del presente estudio fue la
identificacion de productos naturales capaces de
inhibir desarrollo bacteriano a través de un estudio
biodirigido fitoquimico.

MATERIALES Y METODOS

Area de colecta

Las semillas de ambos guajes se recolectaron en la
localidad de Tlayacapan, Morelos (18°5720"N y
98°58'52" W, 1640 msnm), en julio de 2018. Un
ejemplar completo de cada especie fue depositado en
el Herbario IZTA de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala (FESI), UNAM.

Obtencion de los extractos y particiones

Las semillas fueron colectadas en fresco (500 g de
cada especie), secadas a temperatura ambiente y sin
exposicion solar directa, posterior a ello, fueron
trituradas con un molino para plantas. Los extractos
se obtuvieron a través de la técnica de maceracion
(Sierra et al., 2018) mediante el uso de solventes de
diferente polaridad: hexano, acetona y metanol de
forma subsecuente y partiendo del mismo material
vegetal colocados en matraces de 1L de capacidad
(durante 3 dias por solvente). Las particiones se
realizaron con 20 y 18 g de los extractos metandlicos
(dada su actividad bioldgica) de ambas especies de
Leucaena, las cuales fueron obtenidas con la
maceracion de estas en hexano, metanol y agua y
separadas mediante un embudo de separacion. Los

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas / 659



Mora-Villa et al.

extractos y particiones se filtraron y concentraron a
presién reducida con un rotavapor Heidolph Laborota
4001 acoplado a un equipo de destilacion simple
(Dominguez, 1978). El rendimiento de cada uno de
ellos fue determinado por diferencia de peso,
tomando como el total la materia base en cada
calculo: semillas, extractos o particiones (expresado
en gramos y en porcentajes). Se partié de un total de
peso seco de semillas de: 434.34 g L. leucocephala y
458.63 g L. esculenta.

Estudio biodirigido de semillas de Leucaena esculentay L. leucocephala

Ensayos coloridos cualitativos

Los grupos de metabolitos secundarios fueron
identificados mediante el uso de ensayos coloridos
(Tabla N° 1). Para ello se realiz6 una solucion patrén
con 5 mg de cada extracto a probar disuelto en 2 mL
de metanol, esta reacciond con una serie de reactivos
especificos para conocer presencia 0 ausencia de
grupos polares del extracto metandlico como fenoles,
taninos, alcaloides, glucésidos, saponinas y
cumarinas (Dominguez, 1985; Marcano & Hasegawa,
2002; Bulugahapitiya, 2018; Mora et al., 2021).

Tabla N° 1

Pruebas coloridas para la presencia de grupos de metabolitos secundarios

Grupo de Reactivos Metodologia Prueba positiva
MS
Fenoles Cloruro férrico 1 mL de solucidn patrén + 3 gotas de cloruro Coloracién azul o verde
férrico
Taninos Reactivo de gelatina Tubo de solucidn positiva de fenoles + 3 gotas de Precipitado azul o verde
reactivo de gelatina
Alcaloides  Dragendorff y/o Mayer 1 mL de solucidn patrdén + 3 gotas de reactivo de Precipitado rojizo (Dragendorff), precipitado
Dragendorff y/o Mayer lechoso (Mayer)
Glucésidos a-naftol y HCI 1 mL de solucion patrdén + 3 gotas de a-naftol y 3 Anillo morado
gotas de HCl concentrado
Saponinas Agua destilada 10 mg de extracto + agua destilada = agitar por Espuma que permanece por al menos un
al menos dos minutos minuto
Cumarinas NaOH y HCI 1 mL de NaOH al 10% + 5 gotas de solucidn Si hay coloracion amarilla agregar 3 gotas de

patron HCl al 10%. Si la mezcla se vuelve

transparente la prueba es positiva

MS: Metabolitos secundarios

Técnicas cromatograficas

Cromatografia en capa fina (CCF). Muestras
totalmente solubilizadas en metanol de los extractos
polares fueron colocadas con ayuda de un capilar de
vidrio de 0.5 mm en cromatofolios (Merck) con
soporte de aluminio con un espesor uniforme de
adsorbente de silica de 0.1 mm. Se realizaron 4
descargas de cada muestra sobre el punto de
aplicacion. Se utilizaron mezclas de solventes de
hexano, acetona y metanol como fases moviles. La

visualizacion de las fracciones en el cromatofolio se
llevé a cabo mediante luz UV 366 nm y 254 nm y
revelador de sulfato cérico (Marcano y Hasegawa,
2002; Sherma y Fried, 2003).

Cromatografia en columna abierta (Silica gel
y Diaion® HP-20). Para el fraccionamiento de los
extractos activos se realizaron columnas de adsorcion
y de exclusién molecular en columnas de cristal de 4
cm de didmetro. En el primer caso, la columna
empacada con silica gel como fase estacionaria, tuvo
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una relacion de 20:1 con la muestra cuyo peso fue de
13.88 g de extracto metandlico de semillas de L.
leucocephala (empacada en himedo); la fase movil
consistié en mezclas de hexano, acetona y metanol de
forma ascendente en polaridad; finalmente, se
tomaron alicuotas de 200 mL cada una hasta el
avance total de la muestra. Por su parte, las columnas
de exclusion molecular, cuya fase estacionaria fue
Diaion® HP-20 en relacion 20:1 con la muestra,
partieron de 4 a 8 g de extractos metanolicos y
acuosos de semillas de ambas especies de Leucaena
(los cuales demostraron altos rendimientos y
actividad biologica); las fases moviles consistieron en
mezclas de metanol: agua de forma ascendente en
polaridad; para concluir se tomaron alicuotas de 50
mL hasta el avance total de la muestra por cada
columna. Todas las fracciones obtenidas se filtraron y
concentraron a presion reducida con ayuda de un
rotavapor Heidolph Laborota 4001 acoplado a un
equipo de destilacion simple. Las alicuotas obtenidas
se analizaron mediante cromatografia en capa fina
(Marcano y Hasegawa, 2002; Corzo, 2019).

Cromatografia HPLC

Las 6 fracciones finales de las columnas abiertas con
actividad biologica (ver Tabla N° 3) fueron
analizadas en un HPLC de arreglo de diodos UV-VIS
(HPLC-DAD-FD) Agilent 1100 Series. Se pesaron
10 mg de cada fraccidn, los cuales se disolvieron en 1
mL de metanol (grado HPLC), se filtraron a través de
una membrana PVDF con un tamafio de poro de 0.2
um, se sonicaron y finalmente fueron inyectados 30
pL de cada muestra. Se utiliz6 una columna Hibar ®
250-4 LiChrosorb® RP-8 (10 um) de fase reversa. La
fase movil fue un solvente de sistema binario que
consistié en: agua (A) y metanol (B) a un flujo de
0.600 mL/min y la deteccion se realizé a 280 nm bajo
condiciones de temperatura controlada de 25°C. Los
cromatogramas se obtuvieron con el programa LC
Agilent. La identificaciébn de los compuestos se
realiz6 comparando los tiempos de retencion (tr)
obtenidos con los estandares puros de acido caféico,
acido galico, acido p-cumarico, catequina, quercetina
y apigenina marca Sigma-Aldrich®, preparando 1 mg
del estandar en 1 mL de metanol grado HPLC
(Marcano y Hasegawa, 2002; Corzo, 2019).

Pruebas fisicas y quimicas
Se registraron caracteristicas fisicas como el aroma,
color, tamafio y forma de los cristales. Se llevaron a
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cabo pruebas de solubilidad tomando un cristal para
disolverlo en 10 pL de solventes: hexano, acetona,
metanol, agua y DMSO. Por otro lado, se determind
el punto de fusion por el método de Fisher Johns con
el aparato del mismo nombre. Dicha técnica consiste
en colocar unos cristales de la muestra entre dos
cubreobjetos redondos, los cuales se ponen sobre una
plancha de metal que se va calentando grado a grado,
el aparato acopla un termémetro y una lupa para
observar la temperatura exacta a la cual la muestra
comienza a fundir (Pasto y Johnson, 1981).
Elucidacion  del  compuesto  por  técnicas
espectroscopicas y espectrométricas

Se analizaron por métodos espectroscopicos y
espectrométricos él compuesto aislado en los
Laboratorios de Espectroscopia y Laboratorio
Universitario de Resonancia Magnética Nuclear
(LURMN) del Instituto de Quimica de la UNAM.
Los andlisis realizados fueron: espectrometria de
masas para conocer el peso molecular del compuesto
por el método de “lon mode: EI+”, espectroscopia
infrarroja, para conocer las sefiales de los grupos
funcionales caracteristicos del compuesto mediante el
método “Pelicula  EGR”, resonancia magnética
nuclear de protones (RMN H1) y resonancia
magnética de carbono (RMN C13) en un aparato de
500 MHz y cuya muestra se disolvié en DMSO. Esta
técnica se usa para conocer el ndmero, posicion
espacial y desplazamiento de los carbonos e
hidrégenos contenidos en la muestra. Para todas las
pruebas mencionadas se utilizaron 5 mg de
compuesto, donde en algunas de ellas la muestra
pudo ser recuperada.

Técnica de difusion en agar

Para identificar la actividad antibacteriana, se utilizd
el método de difusion en agar (CLSI, 2012; Balouiri
et al., 2016). Se prepararon in6culos bacterianos en
10 mL de caldo Mauller-Hinton (Bioxon) y se
incubaron a 37°C durante 24 h. Los inoculos se
ajustaron con solucién salina estéril para obtener la
turbidez del estandar de McFarland No. 0.5 (108
UFC/mL). Las bacterias fueron inoculadas en placas
de agar Muller-Hinton (MH), en las cuales se
colocaron discos de papel filtro (Whatman N °5) de 5
mm de diametro impregnados con 2 mg de extracto,
(por disco). Como control positivo se utilizaron
discos impregnados con 25 pg de cloranfenicol y
como control negativo discos con 10 uL de solvente.
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Las placas se incubaron a 37°C durante 18 h. Los
halos de inhibicion se reportan en mm. El
experimento se realiz6 por triplicado. Se utiliz6 una
cepa Gram positiva: Staphylococcus aureus ATCC
29213 y una cepa Gram negativa: Escherichia coli
CUSI, donadas por el laboratorio de analisis clinicos
de la Clinica Universitaria de Salud Integral (CUSI)
de la FES lztacala (UNAM), cuya susceptibilidad fue
probada por Mora et al. (2021).

Bioautografia

Para conocer la actividad antimicrobiana de las
fracciones obtenidas, se empled la bioautografia. La
placa cromatografica (previamente revelada con los
compuestos de interés) se colocé en cajas Petri con
medio MH y con los indculos bacterianos sembrados
mediante la técnica de difusion en agar. Las cajas se
incubaron a 37°C durante 24 h. Para la visualizacion
del crecimiento microbiano, se asperjé una solucion
de Cloruro de Tetrazolio sobre el bioautograma, el
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cual se vuelve a incubar a 37°C durante 30 min.
Pasado ese tiempo se revisa la placa para marcar las
franjas de él o los compuestos que inhibieron el
crecimiento bacteriano. Se utilizaron las cepas
susceptibles a las pruebas antimicrobianas: S. aureus
ATCC 29213 y E. coli CUSI, donadas por el
Laboratorio de Andlisis Clinicos de la Clinica
Universitaria de Salud Integral (CUSI) de la FES
Iztacala (UNAM) (Choma y Grzelak, 2011,
Dewanjee et al., 2015; Balouiri et al., 2016).

Analisis estadisticos

Con los datos antimicrobianos obtenidos se
determind, la desviacion estdndar y la media de los
experimentos; el analisis estadistico de las diferencias
entre los valores medios obtenidos para los grupos
experimentales se realizO mediante analisis de
varianza (modelo ANOVA), los valores se calcularon
con el programa PAST (2020) version 4.03 (Hammer
et al., 2020).

Tabla N° 2
Rendimiento, actividad biolégica e identificacién colorida de metabolitos secundarios de los extractos
metanolicos y particiones de semillas de L. leucocephala y L. esculenta

L. leucocephala

Extracto o Rendimiento Actividad biolégica (mm) Metabolitos secundarios
particion (%) S. aureus ATCC 29213 E. coli CUSI
E. metandlico 5.29 7.33+0.6 6.33+0.6 Fenoles, glucosidos y saponinas
P. hexanica 9.35 NA NA Alcaloides y saponinas
P. metandlica 67.70 14.00 £ 0.66 NA Fenoles, glucosidos y saponinas
P. acuosa 23.50 15.00+ 1.44 14.00+£0.66  Fenoles, glucosidos y saponinas
L. esculenta
E. metandlico 4.32 6.0+£0.0 6.67 £ 0.58 Fenoles, glucosidos y saponinas
P. hexanica 4.13 NA 11.00 + 0.88 Alcaloides
P. metandlica 11.04 NA 10.00 + 1.44 Fenoles, glucosidos y saponinas
P. acuosa 82.94 9.00+1.44 NA Glucoésidos y saponinas

E: extracto, P: particion, NA: No actividad antimicrobiana. Control positivo: Cloranfenicol en S. aureus
ATCC 29213: 22.33 £ 0.47; Cloranfenicol en E. coli CUSI: 23.00 + 0.00

RESULTADOS

Se obtuvieron los extractos a partir de 434.34 g y
458.63 g de peso seco de semillas de L. leucocephala
y L. esculenta respectivamente. Se calcularon los

rendimientos del extracto metandlico de cada especie
vegetal: L. leucocephala: 5.29% (23.02 g); L.
esculenta: 4.32% (19.82 @), asi como de las
particiones realizadas para el proceso biodirigido: L.
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leucocephala: hexano: 9.35% (1.87 @), metanol:
67.70% (13.54 g) y agua: 23.50% (4.70 g); L.
esculenta: hexano: 4.13% (0.82 g), metanol: 11.04%
(2.19 g) y agua: 82.94% (16.44 g). Se determiné la
actividad antimicrobiana con una cepa Gram positiva
y otra cepa Gram negativa cuya susceptibilidad fue
probada por Mora et al. (2021), y por ultimo se
identificaron grupos de metabolitos secundarios
presentes en las semillas de ambas especies mediante
pruebas coloridas (Tabla N° 2).

Estudio biodirigido de semillas de Leucaena esculentay L. leucocephala

Se llevaron a cabo cromatografias en
columna abierta por adsorcién y por exclusion
molecular de las particiones polares que probaron
tener actividad antimicrobiana de semillas de L.
leucocephala y L. esculenta para identificar la
actividad biol6gica mediante bioautografias directas
ademés del rendimiento de las fracciones en
porcentaje, tomando como valor total el peso de los
extractos y particiones (Tabla N° 3).

Tabla N° 3
Rendimiento y actividad biol6gica de las fracciones obtenidas de las cromatografias en columna de los
extractos polares de semillas de L. leucocephala y L. esculenta

L. leucocephala

Columna Extracto o Fracciones con Rendimiento Actividad biolégica (mm)
particion actividad (%0) S.aureus ATCC ___E. coli CUSI
biolégica 29213
Silica gel E. metandlico 10 1.60 10.00 £ 0.0 9.60 + 0.47
Diaion P. metandlica 1.62 12.00+£ 0.0 NA
Diaion P. acuosa 5.10 13.66 + 0.45 11.66 = 0.45
L. esculenta
Diaion P. metandlica 13.69 NA 15.66 £ 0.93
Diaion P. acuosa 2.34 17.00+0.0 NA
Diaion P. acuosa 33.19 13.00 £ 0.82 NA

E: extracto, P: particion, NA: No actividad antimicrobiana. Control positivo: Cloranfenicol en S. aureus
ATCC 29213: 22.33 + 0.47; Cloranfenicol en E. coli CUSI: 23.00 £ 0.00

Se caracterizaron las fracciones con actividad
antimicrobiana positiva de los bioautogramas
mediante un analisis de HPLC de arreglo de diodos
(HPLC-DAD-FD). Fueron comparadas las sefiales
obtenidas con el tiempo de retencién de los
estandares comerciales correspondientes (Tabla N°
4).

Por otro lado, y como resultado del

fraccionamiento de los extractos de semillas de L.
leucocephala, fue posible aislar D-pinitol, (Figura N°
1), también llamado 3-O-metil D-Chiro-inositol, cuya
formula molecular es C7H1406 y nombre asignado
por la IUPAC: (1S,2S,4S,5R)-6-metoxiciclohexano-
1,2,3,4,5-pentol. El compuesto fue caracterizado,
fisica, bioldgica, espectroscopica y
espectrométricamente.
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Tabla N° 4
Tiempo de retencion de los metabolitos identificados mediante HPLC con actividad antimicrobiana de los
extractos polares de semillas de L. leucocephala y L. esculenta
L. leucocephala

Fraccién con actividad Tiempo de retencion (tr)

Metabolitos identificados

biolégica (min)
Acido caféico 4.98

Acido galico 5.97

10 Quercetina 6.57
Acido p-cumérico 7.37

Catequina 9.31

Apigenina 17.84

Acido caféico 4.73

8 Quercetina 6.93
Catequina 9.55

Apigenina 17.03

Acido caféico 4.72

Acido galico 5.10

5 Quercetina 6.74
Acido p-cumérico 7.83

Apigenina 17.45

L. esculenta

Acido caféico 4.14

Acido galico 5.72

5 Quercetina 6.31
Acido p-cumarico 7.10
Apigenina 17.46

Acido caféico 4.79

3 Acido galico 5.53
Quercetina 6.22
Apigenina 17.49

Acido caféico 4.81

4 Acido galico 5.38
Apigenina 17.67

Tiempo de retencion en minutos de los estandares de HPLC a 280 nm: &cido caféico: 4.60, &cido galico: 5.81,
quercetina 6.89, acido p-cumarico: 7.50, catequina: 9.67, apigenina: 17.92

OH

OH

Figura N° 1
Estructura del D-Pinitol. 1zquierda. Proyeccién de Fisher. Derecha. Proyeccion en silla de montar
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En las pruebas fisicas se observo que se trata
de cristales diminutos de 2 mm aproximadamente
color blanco de aroma dulce. ElI compuesto es
totalmente soluble en agua y metanol, parcialmente
en acetona y DMSO y no es soluble en hexano (agua
> metanol > DMSO > acetona > hexano). El punto de
fusion del compuesto determinado mediante el
método de Fisher Johns es de 180 a 182°C. No
presentd actividad antimicrobiana contra las cepas de
interés médico: S. auresus y E. coli.

Por Espectrometria de Masas se determind el
peso molecular de 194 g/mol contra valor referido
194.18 g/mol en biblioteca (NCBI, 2022). Mediante
Espectroscopia Infrarroja las sefiales caracteristicas
de los grupos funcionales fueron: OH-: 3406.16 cm-

—83.84

| |

s 1]

T T

88 8 84 8 8 78 76 74 72 70
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1; CH: 2942.49 cm-1; O-CH3: 2849.85 cm-1. Para el
estudio estructural del compuesto se realizaron las
pruebas de Resonancia Magnética Nuclear de C13 y
H1; para el anélisis de RMN C13 se determinaron 7
sefiales (Figura N° 2) y para RMN H1 10 sefiales
(Figura N° 3) cuyos valores de desplazamiento
quimico (8), multiplicidad (picos e hidrégenos
vecinos) y constante de acoplamiento (J) fueron
interpretados en la Tabla N° 5. Los valores fueron
contrastados con tablas de Pretsch et al., (1980) y
Rubinson y Rubinson, (2000), asi como en los
valores obtenidos sobre el aislamiento del D-pinitol
por Abdoulaye et al., (2004); Blanco et al., (2008);
Osti-Castillo et al., (2010); Vidhate et al., (2015) y
Sharma et al., (2016), para validar los datos.

59.72

T e ey ¥ T
66 64 62 60 58 56 54 52 S0
f1 (ppm)

Figura N° 2
Espectro de RMN C13 del D-Pinitol

DISCUSION

Para el inicio de las pruebas fitoquimicas y de
actividad bioldgica, se procedié a utilizar el extracto
metandlico para los estudios biodirigdos fitoquimicos
ya que de acuerdo con un trabajo llevado a cabo por
Mora et al. (2021), los extractos metandlicos de
semillas de ambas especies vegetales, presentaron
mayores rendimientos comparados con los deméas
solventes de extraccién: L. leucocephala: metanol:
5.29% > hexano: 1.95% > acetona: 0.67%; L.
esculenta: metanol: 4.32% > hexano: 4.28% >
acetona: 0.64%. El presente trabajo corrobora que los

valores méas elevados, corresponden a los extractos,
particiones y fracciones metanélicas y acuosas de
ambas especies de Leucanea (Tabla N° 2 y Tabla N°
3), lo que sugiere que la mayoria de los metabolitos
contenidos en estas plantas y sobre todo en las
semillas son de naturaleza polar, como fenoles,
taninos 0 saponinas, entre otros; seguido de
metabolitos primarios como lipidos asociados a
tejidos de reserva y afines a solventes no polares
como el hexano (Roman-Cortés, 2014). Trabajos
realizados por Savita y Preeti, (2015) con tres
extractos diferentes de hojas de L. leucocephala
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reportaron que el extracto metandlico tuvo el obtenidos: L. leucocephala: metanol: 4.34% >
rendimiento mas elevado de 2.43% en comparacién hexano: 2.04% > acetona: 0.53%; L. esculenta:
con los extractos obtenidos con acetona y cloroformo hexano: 5.09% > metanol: 4.23% > acetona: 0.63%.
(1.05 y 0.96% respectivamente), por su parte Mora- Lo que ademas de servir como antecedente, valida la
Villa, (2017) reportd rendimientos de los extractos reproducibilidad de los experimentos.

crudos de semillas con valores similares a los

0

4.61
_~4.50
-4.49
~4.45
~4.44

48 4.7 4.6 4.5 4‘4 4.3 4.2 4:1 4.0 39 38 3.; l 3'6 ' 3'SA ‘ 34 ' 3j3 - 3,.2 ' 31 ' 3'0 ' 2.0
f1 (ppm) € :
Figura N° 3
Espectro de RMN H1 del D-pinitol

Tabla N° 5
Interpretacion de las sefiales de RMN C*y de RMN H!del D-pinitol
RMN C* RMN H!

Posicion 3 (ppm) Posicién 3 (ppm)  Multiplicidad J (Hz)
C: 83.84 Cs- OH 4.70 S -
C. 72.62 Cs- OH 4.61 S -
Cs 70.91 Cs- OH 4.49 d 5
Cs 72.00 C,- OH 4.44 d 5
Cs 72.45 C4- OH 431 d 5
Ce 70.10 OCHzs 3.41 sg -

OCHs 59.72 Ci-H 3.00 t 10
Cs-H 3.49 sg -
Cs-H 3.61 sg -
Ce-H 3.33 m -

s: singulete; d: doble; sg: singulete grueso; t: triple; m: maltiple
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Posterior a la determinacién de los
rendimientos, se realizo la identificacion de grupos de
metabolitos secundarios de naturaleza polar (o
mediana polaridad), mediante pruebas coloridas,
obteniendo presencia de alcaloides, saponinas y
compuestos fendlicos en los extractos de ambas
especies de Leucaena (Tabla N° 2). Compuestos
pertenecientes a estos grupos de metabolitos
secundarios han sido reportados por poseer actividad
antimicrobiana sobre cepas de interés médico, tales
como, alcaloides, saponinas, taninos, antocianinas,
glucosidos y cumarinas, encontrados en hojas, flores,
tallos, semillas y raices de ambas especies vegetales
(D' Mello, 1982; Aderibigbe et al., 2011; Reda et al.,
2015; Savita y Preeti, 2015).

Conociendo  los  rendimientos y la
composicion quimica en grandes grupos de
metabolitos, se llevd a cabo la evaluacion de la
actividad antimicrobiana sobre dos cepas de interés
médico (S. aureus ATCC 29213y E. coli CUSI) cuya
susceptibilidad fue probada por Mora et al. (2021), de
los extractos, particiones y fracciones de semillas de
ambas especies de Leucaena (Tabla N° 2 y Tabla N°
3), con el fin de “rastrear” y dirigir la busqueda de ¢l
0 los metabolitos responsables de dicha actividad
mediante  técnicas  cromatograficas. En la
investigacion se observa que los halos de inhibicién
promedio para los extractos metan6licos son menores
que para las particiones y fracciones polares de cada
especie de leguminosa, lo que indica que la
concentracion de metabolitos activos aumenta y la
diversidad de estos disminuye conforme se
fraccionan los extractos, ya que al tratarse éstos de
una mezcla, la actividad puede verse mermada por
otros componentes del mismo (Marcano y Hasegawa,
2002; Ringuelet, 2013). Cabe mencionar, que, pese a
las diferencias entre los halos de inhibicion de
extractos, particiones y fracciones, no hubo diferencia
significativa de estos sobre las cepas Gram positivas
y negativas probadas. En un estudio realizado con
extractos de semillas de Leucaena leucocephala, se
observaron halos de inhibicién dependientes de la
concentracion para bacterias Gram positivas y
negativas, como S. aureus con halos de inhibicién de
hasta 12 mm promedio y para E. coli de hasta 18 mm
promedio (Aderibigbe et al., 2011). Otros autores
reportan actividad antibacteriana sobre cepas de S.
aureus y E. coli con halos de inhibicién de 26 mm a
10 mm promedio para extractos polares de hojas de
L. leucocephla (Nwe et al., 2001; Mathur et al.,

Estudio biodirigido de semillas de Leucaena esculentay L. leucocephala

2013).

Es fundamental mencionar que factores como
el tipo de organismo que se analiza, la concentracion
del indculo, el tipo de medio y naturaleza del extracto
vegetal que se estd probando afectan la idoneidad de
los datos y por tanto promueven la variacion de estos
(Murray et al., 2017). Por otro lado, es importante
considerar las probleméticas y ventajas de los
métodos antimicrobianos empleados, ya que
contribuyen a dar un panorama mas amplio sobre la
eleccion de los mismos en dicha investigacion. El
método de difusion en agar tiene como principales
desventajas: la difusion diferencial de los
componentes del extracto debido a la particion en el
medio acuoso (agar), afectacién de la zona de
inhibicion debido al tamafio del in6culo, Ila
temperatura de incubacion y la presencia de
compuestos  volatiles que pueden afectar el
crecimiento de bacterias y hongos en espacios
cerrados. Por otro lado, al no ser un método
cuantitativo, la inhibicién del crecimiento bacteriano
no significa la muerte bacteriana, este método no
puede distinguir los efectos bactericidas vy
bacteriostaticos. Las ventajas son muchas: se
obtienen resultados en 1 o 2 dias, no se requiere de
instalaciones de laboratorio especializadas y puede
ser realizado por la mayoria del personal de
laboratorio, se pueden examinar grandes cantidades
de muestras a bajo costo, los resultados son
facilmente interpretados y analizados
estadisticamente. Ademds, en el caso de la
bioautografia, se ofrece un rapido cribado de un gran
nimero de muestras para fraccionamiento guiado por
bioactividad (Wilkinson, 2006; Balouiri et al., 2016;
Bubonja-Sonje et al.,, 2020). El método de
microdilucion  en  caldo  permite  calcular
cuantitativamente la actividad antimicrobiana; son
pocas las desventajas sobre los beneficios de dicha
técnica y estas consideran: que es posible que los
aceites esenciales no permanezcan en solucion
durante la duracion del ensayo, los emulsionantes y el
solvente pueden interferir con la precision de los
resultados. La ventaja central es la representacion
cuantitativa mas precisa de la actividad
antibacteriana, la cual es avalada por organismos
internacionales como el CLSI y el EUCAST, por otro
lado, el método tiene el potencial de analizar un gran
namero de muestras de manera rentable y con muy
poca cantidad de muestra y solventes (Wilkinson,
2006; Balouiri et al., 2016).
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Reda et al. (2015), indica que gran parte de la
actividad antimicrobiana en semillas del género
Leucaena puede deberse a compuestos fendlicos,
especificamente flavonoides o flavonas, los cuales se
disuelven con solventes de alta polaridad, como
etanol, metanol o agua. Aunado a lo anterior, los
resultados obtenidos mediante cromatografias de
adsorcion y por exclusién molecular sugieren que la
actividad antimicrobiana involucra ademas de
metabolitos de naturaleza polar, moléculas de
pequefio (0 mediano) tamafio, tales como compuestos
fendlicos o algunos glucédsidos, por mencionar
algunos. Cabe resaltar, que el término de “molécula
pequena”, especialmente en el ambito de Ia
farmacologia, bioquimica y en el area de productos
naturales, usualmente esta asociado a una molécula
gue se une con una gran afinidad a un biopolimero
(como una proteina, acido nucleico o polisacarido) y
gue altera su actividad o funcién. Otro de los
requisitos de importancia, es que la masa maxima es
de aproximadamente 800 dalton, lo que le posibilita
la rdpida difusion a través de la membrana celular y
asi llegar a los sitios de accion intracelulares (Koh y
Zheng, 2007).

Fueron identificados compuestos fendlicos
mediante el andlisis cualitativo de HPLC de las 6
fracciones con actividad antimicrobiana (Tabla N° 4).
Se utilizaron estandares comerciales que permitieron
definir la identidad de los compuestos con ayuda de
los tiempos de retencion propios de cada uno, los
resultados arrojaron que los compuestos como acido
caféico, acido galico, quercetina, acido p-cumarico,
catequina y apigenina se encuentran en las fracciones
gue poseen actividad biol6gica antimicrobiana.
Trabajos realizados por Salem et al. (2011), y
Aderogba et al. (2010), encontraron para los
extractos de L. leucocephala compuestos como: acido
cinamico, mimosina, epicatequina-3-0-galato,
guercetina-3-O-arabinofuranosido,  quercetina-3-O-
ramnosido, apigenina y é&cido tanico. Algunos de
estos compuestos son precursores 0 comparten
estructuras caracteristicas con los compuestos
analizados en el presente trabajo. Cabe resaltar que la
actividad antimicrobiana de estos compuestos
fendlicos no habia sido probada para estas especies,
sin embargo, investigaciones antimicrobianas sobre el
acido caféico reportan actividad sobre cepas de E.coli
CM871, Enterococcus faecalis y Salmonella enterica
(Puupponen-Pimié et al., 2001) y E. coli y S.aureus
(Martinez-Aleman et al., 2019); para el acido galico
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se evidencia actividad sobre distintas especies de
Pseudomonas spp. y otras cepas Gram negativas
(Sorrentino et al., 2018); en cuanto a la quercetina y
derivados, Puupponen-Pimid et al., (2001) vy
Martinez, (2006) demostraron actividad
antimicrobiana significativa contra patdégenos como
E. coli, S. entendais, Shigeila sonnei y Shigeila
flexneri; el &cido p-cumérico y los derivados de
catequina mostraron actividad sobre E.coli CM871,
E. faecalis y S. enterica (Puupponen-Pimia et al.,
2001), la catequina y derivados, inhiben la actividad
de E. coli y S. aureus (Ma et al., 2019), asi como de
otras cepas bacterianas y flngicas (Martinez, 2009).
Finalmente, la apigenina, otro compuesto fendlico fue
probado como agente antimicrobiano, mostrando
inhibicion en cinco cepas patdgenas: Pseudomonas
aeruginosa, S. typhimurium, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes
(Nayaka et al., 2014).

Los fitoquimicos muestran  resultados
prometedores para superar el desarrollo de resistencia
en patégenos bacterianos y combatir infecciones
bacterianas. Las propiedades antibacterianas de los
fitoquimicos estan relacionadas con la interferencia
quimica, con la funcion o sintesis de los componentes
vitales, para eludir el mecanismo de resistencia
antibacteriana (Khameneh et al.,, 2021). Los
principales mecanismos de accion antibacteriana
actuan inhibiendo la biosintesis de la pared celular o
membrana bacteriana, la biosintesis de proteinas
bacterianas, la replicacion y reparacion del ADN y
las vias metabolicas (Errecalde, 2004). Uno de los
grupos de metabolitos que muestran actividad
antibacteriana contra un amplio espectro de bacterias
son los compuestos fendlicos. Los flavanoles,
flavonoles y acidos fendlicos exhiben las actividades
mas altas debido a (I) la inhibicion de los factores de
virulencia bacteriana, incluidas las enzimas y las
toxinas, (Il) la interaccion con la membrana
citoplasmatica o la reduccion de los valores de pH,
(1) la supresion de la formacién de biopeliculas,
(V) ejercer efectos sinérgicos con los antibidticos
convencionales, y (V) reducir la actividad del
polisacarido extracelular (EP) y actuar como
inhibidores de EP (EPI) (Ohene et al., 2014; Fazly et
al., 2018; Miklasinska et al., 2018). Los compuestos
fendlicos que se producen en concentraciones
relativamente altas muestran una actividad EPI
prometedora contra bacterias patégenas. Podrian
inhibir la biosintesis de la pared celular y enzimas
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criticas como la ureasa, la sortasa Ay la dihidrofolato
reductasa. La familia Fabaceae tiene la mayor
cantidad de compuestos derivados fendlicos entre las
familias boténicas. (Khameneh et al., 2021).

De forma particular y referente a los
compuestos  identificados en la  presente
investigacion, (Cowan, 1999; Soobrattee et al., 2005;
Teffo et al., 2010) mencionan que el acido caféico,
cindmico e hidroxicindmico interfieren con la
integridad de la membrana ya que los grupos OH
reaccionan con los grupos amino de la membrana,
alterando asi la permeabilidad celular. El acido galico
y el acido p-cumarico promueven la disrupcion y
dafio de la membrana celular por formacion de iones
perjudiciales y la quelacion de Mg?* (Wu et al.,
2016; Li et al., 2018). La quercetina y sus derivados
son otros compuestos fendlicos con actividades
antibacterianas prometedoras. Estos compuestos
pueden aumentar la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica, alterar el &cido nucleico y modificar
las proteinas en las células  bacterianas.
Especificamente pueden inhibir la bomba de
expulsion de iones, asi como interactuar con enzimas
cruciales como la p-lactamasa (Siriwong et al., 2015;
Siriwong et al., 2016; Khameneh et al., 2021; Yin et
al., 2021). Respecto a lo anterior y como una
perspectiva referente a los productos naturales, se ha
encontrado que la sinergia entre la quercetina y la
amoxicilina demostro ser muy efectiva al inhibir la
sintesis de peptidoglicanos en la membrana celular
bacteriana, inhibiendo la actividad de la p-lactamasa
con mayor intensidad, aumentando la permeabilidad
de la membrana celular y aumentando la proteina
amida | y 11, y disminuyendo los acidos grasos en las
células bacterianas, lo que demuestra que una accion
combinada de los metabolitos secundarios con los
farmacos comerciales puede ser de gran ayuda en los
tratamientos médicos potenciando su  efecto
(Khameneh et al., 2021). La catequina y sus
derivados cuyo mondémero es la catequina inhiben
principalmente la expresion génica de las bacterias,
principalmente actdan en la subunidad B de la ADN
girasa, penicilinasa y p-lactamasa (Nikaido y Vaara,
1985; Zhao et al., 2002; Hisano et al., 2003; Zhao et
al., 2003; Bazzaz et al., 2016; Knidel et al., 2019;
Sinsinwar y Vadivel, 2020). Finalmente, la apigenina,
es una molécula que actla interactuando con enzimas
cruciales de formacion de membrana celular
bacteriana (Wu et al., 2008)

Por otra parte, durante el fraccionamiento del
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extracto metandlico de semillas de L. leucocephala
fue posible aislar un compuesto proveniente de la
fraccion numero 10 de la columna de silica gel.
Dicho compuesto fue caracterizado con ayuda de
andlisis espectroscOpicos y espectrométricos y
descrito fisica y quimicamente, ademas de evaluar su
actividad antimicrobiana con las cepas de interés
médico mencionadas. Como resultado de lo anterior,
se determind la estructura del compuesto aislado el
cual corresponde al D-pinitol (Figura N° 1). Este
glicésido deriva del 1D-chiro-inositol y es una
sustancia casi omnipresente en las familias Fabaceae
y Pinaceae. En las plantas, desempefia un rol
importante como modulador celular fisiologico frente
a condiciones ambientales desfavorables, como
déficit hidrico y alto nivel de salinidad (Sanchez-
Hidalgo et al., 2021), asi como funge como defensa
quimica inhibiendo el crecimiento de algunas plagas
nocivas en estado larvario principalmente, Chaubal et
al. (2005), demostraron que el compuesto puro evita
la oviposicién de especies como Battus philenor e
inhibe el crecimiento larval de Helicoverpa
armiguera, ambas especies de insecto afectan el
crecimiento de sus anfitrionas vegetales. Por otro
lado, los vegetales ricos en D-pinitol se estan
utilizando principalmente contra la demencia y la
enfermedad de Alzheimer, asi como tratamientos
para nefropatias diabéticas y mejora nutricional en las
dietas de pacientes con Diabetes Mellitus (Singh et
al., 2001; Aguilar, 2016; NCBI, 2022). Adicional a lo
anterior, se reportan una serie de efectos de este
compuesto para coadyuvar padecimientos crénicos
asociados al metabolismo como es: la obesidad,
malnutricién,  hiperlipidemia,  dislipidemia e
hipertension; enfermedades cardiacas, autoinmunes
como el lupus o el SIDA son igualmente estudiadas
con la aplicacion del D-pinitol en las dietas de
pacientes con dichos malestares; también se
considera su actividad antioxidante,
qguimiopreventiva y quimioprotectora, antitumoral,
inmunomoduladora, antihelmintica, antiinflamatoria
y analgésica (inhibiendo el dolor en un 67.58%
respecto al farmaco de referencia naproxeno con un
58.87% en un estudio in vivo) (Chaubal et al., 2005;
Pérez y Alonso, 2018; Sanchez-Hidalgo et al., 2021).
Reportes de Gorham et al. (1988) y Ching et al.
(1996), demuestran presencia de este inositol en
raices, hojas y semillas de L. leucocephala. Por su
parte, respecto a la actividad antimicrobiana,
Sansores et al. (2000), demostraron mediante el
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ensayo de difusion en agar que el D-pinitol no posee
actividad antimicrobiana sobre cepas de S. aureus y
E. coli entre otras. Por lo que el reporte coincide con
lo encontrado en la presente investigacion ya que
dicha sustancia no presentd actividad biolégica
antimicrobiana sobre las mismas cepas de interés
médico, ademas, fue identificada mediante HPLC
pues dicho azucar no cumple con las caracteristicas
de visualizacion y absorcion en el espectro de UV
gue los compuestos fendlicos si tienen.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio muestran que los
rendimientos més elevados y la actividad biologica
antimicrobiana sobre cepas de S. aureus y E. coli
fueron para los extractos, particiones y fracciones
metandlicos y acuosos de ambos guajes, demostrando
qgue los productos naturales involucrados en la
actividad biol6gica corresponden a compuestos
fendlicos como 4&cido caféico, acido galico,
guercetina, 4cido p-coumarico, catequina y apigenina.
Por ultimo y no menos importante, fue aislado D-
pinitol del extracto metandlico de semillas de L.
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