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Resumen

La resistencia generada por algunas bacterias como Staphylococcus aureus y
Escherichia coli a diferentes antibiéticos es uno de los problemas mas significativos de
la medicina en los ultimos afios. Si, ademas, se tienen en cuenta las enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo de las células, la pérdida de eficacia tanto de los
antibioticos como de los compuestos antioxidantes sintéticos que se usan hoy en dia 'y
gue estan relacionados con algunos efectos secundarios, obtenemos como resultado la
necesidad de encontrar alternativas eficientes para solventar estos problemas. Por ello
este estudio se centra en la comparacion de la actividad antimicrobiana y antioxidante
de diferentes productos naturales ademas de la determinacion de la composicion
guimica presente en éstos relacionada tanto con la actividad antimicrobiana frente
Staphylococcus aureus y Escherichia coli mediante el analisis del valor de concentracién
minima inhibitoria (MIC) obtenido por la técnica de microdilucion en caldo y, ademas
gue esté relacionada con la actividad antioxidante evaluada mediante el método 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) obteniendo el valor IC50. Estos productos naturales
podrian presentar aplicabilidad farmacéutica al usarse en sinergia con algunos

medicamentos ya existentes.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, antibiéticos, antioxidantes,
MIC, DPPH.

Abstract
The resistance generated by some bacteria such as Staphylococcus aureus and

Escherichia coli to different antibiotics is one of the most significant problems of medicine
in recent years. If, in addition, we take into account diseases related to oxidative stress
of cells, the loss of effectiveness of both antibiotics and synthetic antioxidant compounds
used today and that, in addition, are related to some side effects, we get as a result the
need to find efficient alternatives to solve these problems. Therefore, this study focuses
on the comparison of the antimicrobial and antioxidant activity of different natural
products in addition to the determination of the chemical composition present in these
products related to both the antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli by means of the analysis of the minimum inhibitory concentration value
(MIC) obtained by the microdilution technigue in broth, and also related to the antioxidant
activity evaluated by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil method (DPPH) obtaining the IC50
value. These natural products may have pharmaceutical applicability when used in

synergy with some existing drugs.



Keywords: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, antibiotics, antioxidants, MIC,
DPPH.

Resum
La resistencia generada per alguns bacteris com Staphylococcus aureus i Escherichia

coli a diferents antibiotics és un dels problemes més significatius de la medicina en els
Ultims anys. Si, a més, es tenen en compte les malalties relacionades amb I'estres
oxidatiu de les cél-lules, la perdua d'eficacia tant dels antibiotics com dels compostos
antioxidants sintétics que s'usen avui dia i que, a més, estan relacionats amb alguns
efectes secundaris, obtenim com a resultat la necessitat de trobar alternatives eficients
per a solucionar aquests problemes. Per aixo aquest estudi se centra en la comparacio
de [l'activitat antimicrobiana i antioxidant de diferents productes naturals i en la
determinacié de la composicié quimica present en aquests relacionada amb I'activitat
antimicrobiana front Staphylococcus aureus i Escherichia coli mitjangant I'analisi del
valor de concentracié minima inhibitoria (MIC) obtingut per la técnica de microdilucié en
brou i, a més que estigui relacionada amb l'activitat antioxidant avaluada mitjancant el
métode 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) obtenint el valor IC50. Aquests productes
naturals podrien presentar aplicabilitat farmaceéutica en usar-se en sinergia amb alguns

medicaments ja existents.

Paraules clau: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, antibiotics, antioxidants, MIC,
DPPH.

Justificacion del tema

La eleccién del tema seleccionado para realizar este trabajo reside en la gran necesidad
actual de encontrar nuevas alternativas a los antibidticos sintéticos debido a la
resistencia que han generados diferentes microorganismos, en especial las bacterias.
Ademds, los compuestos antioxidantes sintéticos presentan efectos secundarios
indeseados para el ser humano. Uniendo estas dos ideas y sabiendo que Escherichia
coli y Staphylococcus aureus son dos de los microorganismos patégenos que producen
mas enfermedades infecciosas, se determind llevar a cabo la comparacion de la
actividad antimicrobiana mediante la obtencion del valor MIC realizando la microdilucion
en caldo y la actividad antioxidante mediante el valor IC50 obtenido de la técnica 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) de diversos productos naturales, un total de 17, en dichas
bacterias patégenas. Ademas de esto, se estudia la relacién entre la composicién
guimica y las actividades anteriormente mencionadas. La finalidad es encontrar uno o
un grupo de productos naturales con valores dptimos que puedan usarse en sinergia

junto algunos medicamentos ya existentes para potenciar sus propiedades.



Introduccidén

El primer antibiético empleado en medicina fue la penicilina, descubierta en 1928 por
Alexander Fleming. Se podria llegar a pensar que ese fue el inicio de la historia de los
antibiéticos, pero éstos han existido siempre en la medicina tradicional procedente de
los vegetales. Esta informacion no disminuye la importancia en el descubrimiento de la
penicilina, pues proporciond tratamientos efectivos a muchas enfermedades causadas

por bacterias y causé un antes y un después en la historia de la medicina.

Las bacterias no tardaron en desarrollar resistencia a este y otros antibiéticos mediante
la sintesis de enzimas B-lactamasas cuya funcion reside en hidrolizar el anillo 8-
lactamico que contienen los antibiéticos y que le proporcionan la propiedad
antibacteriana. Hoy en dia se ha observado resistencia a antibioticos en mas del 70%

de bacterias patégenas®.
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PENICILINA

llustracion 1. Hidrdlisis de la penicilina por la enzima B-lactamasa dibujado con el programa ChemDraw.

El mecanismo de reaccién de las p-lactamasas, tal y como se muestra en la llustraciéon
2, consiste en una primera protonacion del oxigeno carbonilico, seguido de un ataque
nucledfilo del agua al carbonilo, el grupo amina desprotona uno de los H del agua
estabilizandola que pasa a ser OH, una eliminacion de la amina protonada y, por ultimo,

se desprotona el grupo carbonilo recuperando asi el medio acido del principio de la

reaccion.
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llustracion 2. Mecanismo de reaccion de la 8-lactamasa dibujado con el programa ChemDraw.



El aumento de la resistencia a antibiéticos por parte de las bacterias no recae Unica y
exclusivamente en la aparicion de enzimas y nuevas toxinas microbianas, sino que
también sobre la aparicion de nuevas cepas bacterianas resistentes a una multitud de

farmacos.

Ademas, existen diferentes motivos por los cuales la resistencia a los antibiéticos se ha
visto incrementada en los Ultimos afios. La preinscripcion inadecuada de antibiéticos y
la escasez de nuevos medicamentos por la falta de inversion econémica son ejemplo
de ello®. A esto se le debe sumar el aumento de la incidencia de enfermedades de origen
bacteriano, las relacionadas con el estrés oxidativo (enfermedades neurodegenerativas
y el cancer)® y los efectos secundarios no deseados de algunos antibiéticos*. Todo esto
propicié un gran incremento en la resistencia a las terapias de antibiéticos. Debido a
esta problematica mundial, la comunidad médica y cientifica ha tenido que buscar
posibles soluciones como el uso de productos naturales en los que se basa la medicina
tradicional. Esta se utilizaba regularmente antes del descubrimiento de la penicilina para
tratar enfermedades bacterianas y adn hoy en dia se sigue usando en paises en
desarrollo y en mas de un 80% de la poblacion mundial para satisfacer las necesidades
de atencion primaria de salud®. Cabe afadir que la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) recomienda desde 2002 que los gobiernos integren la fitoterapia en los
programas de atencion primaria usando los recursos naturales que hay disponibles en

sus territorios en la medida de lo posible®.

El interés por estos productos naturales recae en que diferentes estudios han
demostrado que los fitoquimicos y compuestos fendlicos son las moléculas que le
confieren a los productos naturales la actividad antioxidante y, probablemente,

antibacteriana’. Ademas son facilmente accesibles y asequibles para la poblacion.

A parte de los compuestos fendlicos encontramos otros que también presentan
beneficios para la salud como son los fitoquimicos (acido linoleico y fitoesterol, entre
otros), taninos, alcaloides y flavonoides y normalmente se encuentran en los aceites

esenciales de las plantas?®.

En los dltimos afios ha habido un incremento en el niumero de estudios relacionados
directamente con el descubrimiento de los beneficios que presentan para la salud y que
se atribuyen a diferentes propiedades biolégicas como potentes antibacterianos,
antioxidantes y anticancerigenos, entre otras. Ademas, se ha observado que los
productos naturales usados en la medicina tradicional presentan una actividad
antibacteriana mas fuerte y con menos efectos secundarios que los medicamentos

quimicos®.



Segun Al-Mamun et al. 2016° las industrias farmacéuticas actuales dependen de los
compuestos naturales usados en la medicina tradicional como una posible fuente de
candidatos a farmacos teniendo en cuenta que mas del 60% de los farmacos
anticancerigenos usados hoy en dia tienen alguna relaciéon con productos herbales.

Estrés oxidativo y actividad antioxidante

El estrés oxidativo ocurre cuando las reacciones antioxidantes ocurren en menor medida
respecto a las reacciones de oxidacion de los componentes celulares por los radicales
libres y las especies reactivas de oxigeno (ROS)°, subproductos del metabolismo del
oxigeno. Cuando los niveles de ROS se vuelven significativos pueden llegar a producir
dafios en las diferentes estructuras celulares, dando lugar al estrés oxidativo. Estas
especies reactivas de oxigeno, como por ejemplo iones de oxigeno o peréxidos muy
reactivos, estan implicadas en una gran variedad de enfermedades como el cancer,
arteriosclerosis, infecciosas, neurodegenerativas®, diabetes y obesidad entre otras®.
Por otro lado, los antioxidantes sintéticos utilizados hoy en dia, como el butilhidroxianisol
(BHA), el butilhidroxitolueno (BHT) y la tert-butilhidroquinona (TBHQ), presentan efectos
secundarios especialmente en enfermedades relacionadas con el estrés®, como efectos

de toxicidad, dafio hepatico, carcinogénesis y dafio de la doble hélice de DNA.

Segln Gontijo et al. 2019 los compuestos fendlicos procedentes de vegetales
presentan una accion destacada como complemento al sistema antioxidante enzimatico
celular y podrian llegar a reducir los efectos de diferentes ROS. Ademas, tienen la
capacidad de captar los radicales libres mediante el grupo hidroxilo, inhibir enzimas
productoras de radicales libres y desactivar iones metalicos debido a la reduccién y/o
guelacion!. De esta manera, y sabiendo que se podrian llegar a tratar la mayoria de las
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, existe un gran interés en el estudio

de estos compuestos fendlicos.

Existen diferentes técnicas para determinar la capacidad antioxidante de un compuesto,
pero las mas utilizadas son la del catién radical 2,2'-azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato (ABTS) y la técnica que se basa en el uso del radical libre estable 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo o 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). El valor mas usado para determinar
la actividad antioxidante es el IC50 y hace referencia a la concentracion del producto a

evaluar necesaria para reducir el 50% de los radicales DPPH-.

Ademas, cabe afiadir que parte de los compuestos fendlicos de origen vegetal con
actividad antioxidante, presentan también actividad antimicrobiana. Un ejemplo de ello

son los biflavonoides, un gran grupo de compuestos polifendlicos, que son de gran



interés debido a que pueden llegar a presentar notables beneficios para la salud, no

Gnicamente mejorando la actividad antioxidante, sino también la antibacteriana'?.

Actividad antimicrobiana

Es por esto por lo que se puede llegar a pensar que los aceites esenciales y todos los
compuestos que forman parte de ellos pueden servir como una alternativa tanto a los
antioxidantes sintéticos como a los antibiéticos. En particular, la naturaleza lipofilica
propia de los aceites esenciales permite difundir la membrana celular de los
microorganismos. Debido a esta propiedad, tienen la capacidad de interactuar con las
membranas celulares aumentando la permeabilidad y alterando la estructura. Esto
puede dar lugar a la inhibicién del crecimiento celular por el escape de iones y otros

compuestos celulares.

Los compuestos quimicos relacionados con la actividad antimicrobiana son los fenoles,
y los flavonoides, entre otros. Los terpenos, terpenoides y fenilpropanoides también
estan estrechamente relacionados con la actividad antimicrobiana debido a la
composicién quimica. Segun Hyldgaard et al. 2012* la actividad antimicrobiana de
algunos compuestos esta vinculada a los grupos funcionales que presentan; el grupo
hidroxilo de los terpenoides fendlicos tienen un papel fundamental en la actividad
antimicrobiana junto con la deslocalizacion de electrones que presenta. Uno de los
mecanismos de accion propuestos consiste en el aumento de la permeabilidad de la
membrana celular promoviendo la fuga de iones y componentes intracelulares

propiciando de este modo la muerte celular.

Una de las maneras que existen actualmente de medir la inhibicion de microorganismos
es mediante el valor MIC. Este parametro nos indica la concentracion minima de

compuesto antibacteriano necesario para inhibir el crecimiento de un microorganismo?“.

Staphylococcus aureus y Escherichia coli

A todas estas ideas expuestas, cabe afadir que tanto Escherichia coli como
Staphylococcus aureus son bacterias que causan diversas infecciones y en los Gltimos
afios se ha observado un aumento en las cepas de resistencia de ambas por lo que se
ha convertido en una preocupacion a nivel mundial aumentando la necesidad de

encontrar nuevos compuestos antimicrobianos’.

Escherichia coli es una bacteria gram-negativa, forma parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal. Se transmite a los humanos, en la mayoria de los casos, a través de los
alimentos. Puede causar infecciones del tracto urinario, diarrea y otras enfermedades

relacionadas con el consumo de alimentos®?.



Staphylococcus aureus es una bacteria gram-positiva, un coco inmaovil y, de la misma
manera que Escherichia coli, forma parte de la microbiota del cuerpo, concretamente se
encuentra ubicada en las vias respiratorias superiores y en la piel’. Aun asi, es una

causa comun de infeccion del torrente sanguineo y de la piel®.
Hipotesis y objetivos del trabajo

Hipo6tesis de trabajo

Los productos naturales son una prometedora sustitucion de los antioxidantes y

antimicrobianos sintéticos actuales debido a su composicion quimica.

Objetivos principal y secundarios

El principal objetivo de esta revision bibliogréfica es realizar una comparacion de la
actividad antimicrobiana y antioxidante de diferentes productos naturales en Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. La finalidad del trabajo es justificar el uso de diferentes

productos naturales en la industria farmacéutica.
Dentro de los objetivos secundarios se encuentran:

- Determinar qué solventes organicos presentan mejores resultados para ambas
actividades.

- Determinar el papel que desempefia el hecho de que las bacterias sean gram-
negativas o gram-positivas en la actividad antibacteriana.

- Determinar la composicibn quimica relacionada con las actividades
antimicrobiana y antioxidante de los diferentes productos naturales.

- Explicar por qué la mayoria de los articulos realizan la técnica DPPH vy lo

suplementan con otras pruebas.
Busqueda bibliografica

Criterios de busqueda

La busqueda de los diferentes articulos se ha realizado en la base de datos NCBI, en

Google scholar y en el Web Of Science (WOS) del CRAI siguiendo el siguiente criterio:

NCBI: antibacterial [AND] natural products [AND] s. aureus [AND] e. coli [AND]
antioxidant [AND] MIC [AND] DPPH.

Se utiliza el operador l6gico AND para especificar que todos los términos deben estar
presentes en los articulos. Se podrian haber usado los operadores NOT y OR, el primero
para eliminar directamente algunos articulos que poseyeran términos no buscados y el

segundo para seleccionar articulos que tuvieran una palabra similar a la buscada. En la



practica, no ha sido necesario usarlos ya que las palabras propuestas son de una

elevada especificidad.

Se han encontrado resultados en las bases de datos PubMed, ELSEVIER, Science
Direct, en la biblioteca electrénica Scielo y la revista cientifica Nature, entre otras.

La fecha en la que se realiz6 la busqueda bibliografica de los articulos fue durante el
mes de abril. Una vez encontrados y evaluados los articulos no se volvieron a buscar

otros de los que obtener resultados.

Criterios de inclusion y exclusion

Tabla 1. Esquema general de los criterios de inclusion y exclusion.

Cuartiles 1, 2 y 3 (éste Ultimo excepcionalmente en tres articulos)

Especie: Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Metodologia: in vitro

Tipo de estudio: Estudios experimentales donde se analicen la
Criterios | composicién quimica de los diferentes productos naturales y se evallien

de la actividad antioxidante y antibacteriana.

inclusion | Técnicas: Método 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo o 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) para hacer referencia a la actividad antioxidante y la técnica de

microdilucion en caldo para la actividad antibacteriana.

Idioma: Inglés

Publicados a partir de 2015 (incluido)

Cuartiles > 3

Especie: Diferente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Tipo de estudio: Estudios experimentales donde se analice la toxicidad,

Criterios . s L
q actividad antifingica y antivirica Unicamente.
e ., , .
| También se descartaran todos aquellos articulos en los que se usen
exclusién

técnicas diferentes a las nombradas en los criterios de inclusion.

Idioma: Cualquiera diferente al inglés

Publicados antes del 2015 (no incluido)

Seleccién de estudios

Tras realizar la busqueda en la base de datos NCBI mediante la introduccién de los
criterios de busqueda y los criterios de inclusion y exclusién se obtienen un total de 48
articulos. El siguiente paso es hacer una lectura del apartado “Abstract” para verificar

gue el objetivo y la metodologia coinciden con los criterios anteriormente nombrados,
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se seleccionan 38 articulos. Mediante una lectura exhaustiva de todos los articulos
seleccionados previamente, se descartan 22 por no cumplir los criterios, no proporcionar
informaciéon adecuada para el trabajo y/o no realizar el estudio mediante las
metodologias deseadas.

Como resultado final se obtienen 16 articulos.

Evaluacién de las revistas en las que se encuentran los articulos seleccionados

Se estudi6 detenidamente la calidad de los articulos seleccionados mediante el analisis
de los cuartiles y el factor de impacto de las revistas en las que se encuentran
publicados. Ambos términos hacen referencia al nimero de veces que han sido citados

dichos articulos, por lo que, a mayor nimero de citaciones, mayor calidad del articulo.

El valor referente al cuartil debe ser pequefio siendo las revistas con cuartil 1 las que
presentan un valor 6ptimo mientras que a partir de cuartil 3, los resultados obtenidos no
son de tanta calidad. Se usa la pagina web Scimago Journal & Country Rank

(https://www.scimagoijr.com/) para encontrar el cuartil de cada revista.

El valor correspondiente al factor de impacto hace referencia a la frecuencia de
citaciones que reciben los articulos dentro de un mismo ambito y en un afio en
concreto'®1®, Es de gran interés que las revistas posean un elevado factor de impacto.
Entrando en la pagina web del CRAI de la Universidad Rovira i Virgili encontramos un
apartado llamado “Journal Citation Reports”, accedemos con el usuario de la universidad

y podemos obtener el factor de impacto de las diferentes revistas a evaluar.


https://www.scimagojr.com/

Titulo

Antibacterial and  Antioxidant
Properties of the Leaves and Stem

Essential Oils of Jatropha
gossypifolia L.
Bactericidal and antioxidant

properties of essential oils from
the fruits Dennettia tripetala G.
Baker.

Effects of B-caryophyllene and
Murraya paniculata essential oil in
the murine hepatoma cells and in
the bacteria and fungi 24-h time-
kill curve studies.

Phytochemical screening and
evaluation of in vitro antioxidant
and antimicrobial activities of the
indigenous medicinal plant Albizia
odoratissima.

Chemical composition,
antioxidant, antimicrobial and
cytotoxic activities of essential oil
from Premna microphylla
turczaninow.

Chemical composition of Mentha
pulegium and Rosmarinus
officinalis essential oils and their
antileishmanial, antibacterial and
antioxidant activities.

Tabla 2. Esquema general de los diferentes 16 articulos seleccionados.

Autores

Okoh SO, lweriebor BC,
Okoh OO, Nwodo UU,
Okoh Al.

Okoh SO, Iweriegbor BC,
Okoh OO, Nwodo UU,
|.Okoh A.

Neta MCS, Vittorazzi C,
Guimardaes AC, Martins
JDL, Fronza M,
Endringer DC, et al.

Banothu V, Neelagiri C,
Adepally U, Lingam J,
Bommareddy K.

Zhang HY, Gao Y, Lai
PX.

Bouyahya A, Et-Touys A,
Bakri Y, Talbaui A, Fellah
H, Abrini J, et al.

Revista

BioMed Research
International

BMC Complementary
and Alternative
Medicine

Pharmaceutical

Biology

Pharmaceutical
Biology

Molecules

Microbial
Pathogenesis

10

Afio de
publicacion

2016

2016

2016

2017

2017

2017

Cuartil

Factor
de
impacto

2,276

2,833

2,971

2,971

3,267

2,914

Referencia

17

18

19



Antibacterial, antioxidant and
cytotoxic activities of triterpenes
and flavonoids from the aerial
parts of Salvia barrelieri Etl.

Anti-bacterial, free radical
scavenging activity and
cytotoxicity of acetone extracts of
Grewia flava.

Antibacterial activities,
phytochemical analysis and
chemical composition Makhlaseh
extracts against the growth of
some pathogenic strain causing
poisoning and infection.

Sessein and isosessein with anti-
inflammatory, antibacterial and
antioxidant activity isolated from
Salvia sessei Benth.

Antibacterial activity of extracted
bioactive molecules of Schinus
terebinthifolius ripened fruits
against some pathogenic bacteria.

Chemical characterization,
antioxidant and antimicrobial
activity of propolis obtained from
Melipona guadrifasciata
guadrifasciata and Tetragonisca
angustula stingless bees.

Antioxidant study indicative of
antibacterial and antimutagenic

Lehbili M, Alabdul Magid
A, Kabouche A,
Voutquenne-
Nazabadioko L, Abedini
A, Morjani H, et al.

Lamola SM, Dzoyem JP,
Botha F, Van Wyk C.

Alizadeh Behbahani B,
Imani Fooladi AA.

Gbmez-Rivera A,
Gonzélez-Cortazar M,
Herrera-Ruiz M, Zamilpa
A, Rodriguez-Lépez V.

Salem MZM, El-Hefny M,
Ali HM, Elansary HO,
Nasser RA, El-Settawy
AAA, et al.

Torres AR, Sandjo LP,
Friedemann MT,
Tomazzoli MM,
Maraschin M, Mello CF,
et al.

Gontijo DC, Gontijo PC,
Brandédo GC, Diaz MAN,

African Health
Sciences

African Health
Sciences

Microbial
Pathogenesis

Journal of
Ethnopharmacology

Microbial
Pathogenesis

Brazilian Journal of
Medical and
Biological Research

Journal of
Ethnopharmacology

11

2017

2017

2017

2018

2018

2018

2019

0,690

0,690

2,914

3,690

2,914

2,023

3,690

20

21

22

23
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activities of an ellagitannin-rich
agqueous extract from the leaves of
Miconia latecrenata.

Antimicrobial and antioxidant
activities of hydrocarbon and
oxygenated monoterpenes
against some foodborne
pathogens through in vitro and in
silico studies.

Effect of drying on the bioactive
compounds, antioxidant,
antibacterial and antityrosinase
activities of pomegranate peel.

Secondary metabolites
constituents and antioxidant,
anticancer and antibacterial
activities of Etlingera elatior (Jack)
R.M.Sm grown in different
locations of Malaysia.

de Oliveira AB, Fietto LG,
et al.

: Pesticide
Badawy MEI, Marei GIK, . :
Rabea El, Taktak NEM. Biochemistry and 2019
Physiology

Mphahlele RR, Fawole BMC Complementary
OA, Makunga NP, Opara and Alternative 2016
UL. Medicine

Ghasemzadeh A, Jaafar BMC Complementary
HZE, Rahmat A, Ashkani and Alternative 2015
S. Medicine

12

2,751

2,833

2,833

24

25



Materiales y métodos

Productos naturales

Los productos naturales cuyos valores de MIC y IC50 van a ser comparados son
Jatropha gossypiifolia L, Dennettia tripetala, Murraya paniculata, Albizia odoratissima,
Premna microphylla turczaninovii, Mentha pulegium, Rosmarinus officinalis, Salvia
barrelieri, Grewia flava, Makhlaseh, Salvia sessei, Schinus terebinthifolius, propolis de
Melipona quadrifasciata, propolis de Tetragonisca angustula, Miconia latecrenata,
cascara de granada y Etlingera elatior.

El nombre de la especie, la familia a la que pertenecen, la localizacién y una imagen de
cada producto natural usado en este trabajo, se encuentran recopilados en la tabla 6 del

Anexo 1.

Bacterias y cepas usadas

Para la comparacién de la actividad antimicrobiana frente Staphylococcus aureus se
han usado las cepas NCINB 50080, ATCC25923, E40, ATCC 6538, CECT 994, CIP
53.154, ATCC 29213, ATCC 33591 y ATCC 12600. Para Escherichia coli se han usado
las cepas ATCC 700728, ATCC8739, E72, ATCC 25922, K12, CIP 54.127, ATCC
35210, Escherichia coli 24, ATCC 8739, ATCC 11775 y ATCC 28922.

Tabla 3. Cepas usadas en cada uno de los 16 estudios a evaluar.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Escherichia coli 0157 (ATCC 700728)

Staphylococcus aureus (NCINB 50080) Escherichia coli ATCC8739
Staphylococcus aureus ATCC25923 Escherichia coli (E72)
Staphylococcus aureus (E40) Escherichia coli (ATCC 25922)
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) Escherichia coli K12
Staphylococcus aureus CECT 994 Escherichia coli CIP 54.127
Staphylococcus aureus CIP 53.154 Escherichia coli ATCC 35210
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Escherichia coli 24
Staphylococcus aureus 4125 (ATCC 33591) Escherichia coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus ATCC 12600 Escherichia coli ATCC 11775

Escherichia coli ATCC 28922

13



Actividad antioxidante. Busqueda de radicales libres por el método DPPH

Existen diferentes técnicas para determinar la actividad antioxidante de un compuesto,
pero las mas utilizada es la que se basa en el uso del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
o 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y tiene como objetivo medir la capacidad de una
muestra para eliminar este radical libre mediante la donacioén de 4tomos de hidrégeno o
electrones. Segun Banothu et al. 20174 el ensayo DPPH es un método simple, rapido,

economico y ampliamente utilizado para evaluar la actividad antioxidante.

El ensayo de radicales DPPH ilustra que un donante de electrones o atomos de
hidrégeno actia como antioxidante y su efecto se demuestra en el paso de DPPH- a
DPPH-H, el color se desvanece (de purpura a amarillo) en la muestra de prueba debido
a la formacion de la molécula DPPH-H neutra al absorber el hidrégeno de la muestra de

la cual se quiere obtener la actividad antioxidante?8,

El primer paso que se debe llevar a cabo es la mezcla de los compuestos de interés
junto con DPPH y un solvente organico como etanol, metanol o DMSO, entre otros. La
eleccion de este solvente aumentara o disminuira la velocidad de reaccién de los
antioxidantes la cual suele aumentar mas cuando se usan alcoholes como solventes?®,
Seguidamente se debe agitar enérgicamente e incubar la muestra a temperatura
ambiente en la oscuridad durante 30 minutos. Una vez pasado el tiempo, se llevan las
muestras al espectrofotdmetro y se mide la absorbancia a 517 nm. El solvente organico
usado en cada caso se usa como blanco para el calculo y normalmente se usa &cido
ascorbico o BHT (butilhidroxitolueno) como control positivo dado que son considerados

buenos antioxidantes.

Para obtener la actividad antioxidante o de radicales libres de los extractos, se busca el
porcentaje de inhibicion de la absorcién como la potencia del aceite esencial para reducir
DPPH" a una molécula neutra usando la siguiente férmula. A partir de ésta, se

determinaron los valores de IC50.

ey (Abscontrol — Absmuestra)
% inhibicion de DPPH - = x 100
Abscontrol

El Abscontrol hace referencia a la mezcla de DPPH y el solvente organico usado en cada
experimento y Absmuestra indica la absorbancia de la mezcla entre DPPH y el compuesto

del cual se quiere obtener la actividad antioxidante.
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EI'IC50 es la concentracion del aceite esencial o estandar de referencia (control positivo)
necesario para reducir el 50% de los radicales DPPH-, se obtiene de la ecuacion
generada a partir de la curva estandar producida usando los resultados obtenidos tanto
de las muestras a estudiar como de los controles. Ademas, se debe llevar a cabo un
andlisis de correlacion y una prueba T de Pearson para determinar las diferencias
significativas mediante la herramienta informéatica SPSS 15.0 para Windows**’,

Segln Banothu et al. 20174 un valor de IC50 mas bajo indica una mayor actividad

antioxidante.

Actividad antimicrobiana. Técnica de microdilucién en caldo y valor MIC

El valor MIC corresponde a la concentracién minima inhibitoria requerida por parte de
un compuesto para inactivar un microorganismo. Para evaluar los valores MIC o CMI se

lleva a cabo la técnica de microdiluciéon en caldo.

La técnica de microdilucion en caldo consiste en afiadir diferentes volimenes del
producto natural a evaluar (potencial antibiético) mezclado con un solvente organico
como puede ser DMSO en medio Mueller-Hinton (MHB) liquido. En algunas ocasiones
el medio de cultivo usado es la infusion de cerebro corazén (BHI) liquido, en inglés Brain
heart infusion, como ocurre en Torres et al. 20182. Finalmente, se debe afiadir el inéculo
gue en este caso hace referencia tanto a Escherichia coli como a Staphylococcus
aureus. En algunos experimentos, se llevan a cabo algunas diluciones de los aceites
esenciales de los productos naturales de los cuales se quiere determinar la actividad
antimicrobiana y, ademas, se normaliza la suspensiéon microbiana al estandar de
turbidez de McFarland 0,5 que hace referencia a 1x108 CFU/mL. Todas las microplacas
deben incluir un control negativo y uno positivo con el antibiético apropiado. La

temperatura de cultivo es de 37°C durante 24 horas, aproximadamente.

Este procedimiento se encuentra recogido en Clinical and Laboratory Standards Institute
- CLSI M.07-A.9. M.07 — Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria

that grow aerobically.

La forma en la que se mide la actividad antimicrobiana y se obtiene el valor MIC a partir
de las microplacas puede ser variada. En algunos experimentos este valor se mide en
placas de agar Mueller Hinton sélido midiendo el didmetro de inhibicién’'82° Otra forma
de cuantificar el valor MIC es mediante la adicion de CTT (solucién de 2,3,5-trifenil
tetrazolio al 0,5% en agua desionizada) que tifie Gnicamente aquellas bacterias que
estan vivas como ocurre en Neta et al. 2017° donde su color varia a rojo/rosa cuando
es reducido por los microorganismos y no muestra coloracibn cuando los

microorganismos han sido inhibidos%24,
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Otra alternativa es anadir MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltrazolio) el
cual no cambia de color a azul (se mantiene incoloro) cuando las células no estan vivas
como en Banothu et al. 20174, en Grela et al. 2018%" y en Gémez-Rivera et al. 2018%,
Afadir resazurina también nos permite obtener cuantitativamente el valor MIC ya que
esta varia de color azul a rosado cuando es reducido por los microorganismos como
ocurre en Bouyahya et al. 2017° y en Torres et al. 20182, La sal INT (cloruro de
yodonitrotetrazolio) se puede afiadir ya que al entrar en contacto con bacterias, estas

reducen el compuesto y se obtiene una coloracion parupura/rojat®?s,

llustracion 3. Técnica de la sal INT (cloruro de yodonitrotetrazolio) para la identificacion de microorganismos en
textiles. Se aplicaron soluciones con diferentes concentraciones de Staphylococcus aureus sobre tejido de poliéster y
se tifieron con INT durante 30 minutos?s.

dp

oD, 0 0125 025 05 ] 2

Estas técnicas colorimétricas permiten obtener el valor MIC mediante la obtencion de
curvas de calibrado a partir de los resultados de las absorbancias encontradas en cada
caso. De estas curvas se pueden extraer los valores de las concentraciones que hacen

referencia al valor MIC.

Tabla 4. Tabla resumen de los diferentes métodos por los que se puede determinar el valor MIC.

Técnica Ejemplos Determinacion de la
inhibicion
Placa agar Mueller Hinton Midiendo el diametro de
solido inhibicion.
Tife las bacterias vivas a
CTT .
rojo/rosa
Varia el color a azul
. o MTT cuando las bacterias estan
Microdilucion en caldo .
. e vivas
Mueller Hinton liquido y Varia el color de azul a
posterior adicion de Resazurina rosado cuando es reducida
compuestos quimicos . .
por los microorganismos.
Los microorganismos
Sal INT reducen el compuesto y se

obtiene color puarpura/roja.
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Resultados

Tabla de resultados

Tabla 5. Esquema de los resultados MIC e IC50 encontrados en los diferentes 16 articulos. En el apartado valor MIC de ambas especies se especifica qué cepa se ha usado
en cada articulo y en el apartado referente al valor IC50 se especifica qué tipo de solvente organico se ha usado para llevar a cabo la extraccion (cuando se especifica).

Autores

Objetivo

Actividad antimicrobiana
frente Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Actividad antioxidante

Okoh et al. BioMed
Research
International (2016)

Evaluar las propiedades antibacterianas y
antioxidantes de los aceites esenciales de las hojas y
el tallo de la Jatropha gossypifolia.

Mejor actividad antimicrobiana frente ambos
microorganismos en los extractos de las hojas con un
valor MIC de 0,05 mg/mL en ambos casos.

Los resultados mostraron que los extractos
tanto de las hojas como del tallo presentan
una 6ptima actividad antioxidante.

Okoh et al. BMC
Complementary
and Alternative
Medicine (2016)

Investigar in vitro las propiedades antibacterianas y
antioxidantes de los aceites esenciales de los frutos
inmaduros y maduros de la Dennettia tripetala y su
potencial para el tratamiento de enfermedades
infecciosas y de estrés oxidativo.

Se observa una actividad antimicrobiana moderada
mayor en los extractos de los frutos inmaduros con
un valor MIC frente Escherichia coli de 0,15 y frente
Staphylococcus aureus de 0,10 mg/mL

Ambos extractos mostraron notables
efectos antioxidantes.

El efecto inhibitorio de los dos aceites fue mas
fuerte que la vitamina C, pero cuando se
compard con el B-caroteno, se obtuvieron
resultados similares.

Neta MCS et at.

Investigar la actividad antioxidante, citotdxica,
antibacteriana y antimicético in vitro y estudiar la
curva tiempo-muerte del aceite esencial de naranja-
jessamina y b-cariofileno, asi como la composicion
guimica del aceite esencial.

Se determina una actividad antimicrobiana
moderada para Escherichia coli con un valor MIC de
0,5 mg/mL y débil para Staphylococcus aureus con
un valor MIC de 1,0 mg/mL.

Se observé una actividad antioxidante baja
del aceite esencial.

Banothu V et al.

Evaluar las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de A. odoratissima

La actividad antimicrobiana mas fuerte se observa
llevando a cabo la extraccion con metanol y acetato
de etilo por separado.

Se determind que el acetato de etilo tuvo el
valor IC50 més bajo, seguido del metanol,
el hexano y el cloroformo.

La actividad antioxidante de estos extractos es
mayor que la del BHT.

Zhang HY et at.

Determinar la composicion quimica y las actividades
antioxidantes, antimicrobianas y citotéxicas del
aceite esencial de Premna microphylla Turczaninow.

Se obtiene una actividad antimicrobiana moderada
con un valor MIC de 0.27 mg/mL para Staphylococcus
aureus y 0.15 mg/mL para Escherichia coli.

El extracto de Premna microphylla
Turczaninow no mostré una alta actividad
antioxidante en comparacién con BHT.
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Bouyahya A et al.

Determinar la composicion quimica de los aceites
esenciales de Mentha pulegium L. y Rosmarinus
officinalis L. y evaluar sus actividades
antileishmanias, antibacterianas y antioxidantes.

Se observa un moderado efecto antibacteriano. Los
valores MIC de M. pulegium fueron de 2y 0,5 mg/mL
para Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
respectivamente. De la misma forma los valores MIC
de R. officinalis fueron de 2 y 1 mg/mL.

Se observoé que los aceites esenciales de
ambas especies fueron menos efectivos que
los agentes antioxidantes sintéticos.

Lehbili M et al.

Determinar la actividad antibacteriana, antioxidante y
citotoxica de los triterpenos y flavonoides de las
partes aéreas de la Salvia barrelieri Etl.

Los resultados mostraron una buena actividad
antimicrobiana para el extracto de etanol.

Los compuestos 10 (apigenin-7-O-g-d-
glucuronopyranoside) y 12 (cinarésido)
mostraron una actividad moderada de
eliminacion de radicales DPPH en
comparacion con el 4cido ascorbico. Los otros
cinco compuestos mostraron una actividad
antirradical baja o nula.

Lamola SM et al.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos
preparados a partir de bayas, hojas, corteza y raices
de la planta comestible Grewia flava.

La mayor actividad antibacteriana para
Staphylococcus aureus procedia del extracto de la
hoja usando acetona como solvente organico.

La mayor actividad antibacteriana para Escherichia
coli procedia tanto de las hojas como de las raices
usando indistintamente acetona o metanol.

Se determiné una mejor actividad
antioxidante en los extractos de acetona
procedentes de las raices de Grewia flava.

Alizadeh
Behbahani B et al.

Investigar las actividades antibacterianas y el analisis
fitogquimico de los extractos de Makhlaseh contra el
crecimiento de alguna cepa patégena causante de
envenenamiento e infeccion.

La mayor actividad antimicrobiana se obtuvo
mediante un extracto de etanol. Los valores que se
obtuvieron fueron de 16 mg/mL Escherichia coliy de 8
mg/mL en Staphylococcus aureus.

La actividad antioxidante del extracto de
etanol fue mayor que la del acuoso.

Gomez-Rivera A et
al.

Evaluar la actividad antiinflamatoria, antibacteriana 'y
antioxidante de los extractos orgénicos de las partes
aéreas de la Salvia sessei Benth y de los isbmeros
de sesseina e isosesina aislados de ésta.

Escherichia coli es sensible al compuesto 1
(isosessein), mientras que el isGmero 2 (sessein)
mostraba actividad contra Staphylococcus aureus.

El extracto de SsD (S. sessei diclorometano)
fue el que obtuvo mejor actividad
antioxidante de los tres extractos de S.
sessei.

Salem MZM et al.

El objetivo de este trabajo es identificar los
componentes quimicos y la bioactividad del aceite
esencial (EO), el extracto de acetona (ACE) y el
extracto de n-hexano (HexE) de los frutos maduros
de S. terebinthifolius utilizando la GC-MS.

Se observé una Optima actividad antimicrobiana con
valores MIC de 0,016 mg/mL para Staphylococcus
aureus y de 0,5 mg/mL para Escherichia coli.

La actividad antioxidante de Schinus
terebinthifolius fue mayor que la del 4cido
tanico pero menor que la de BHT.

18



Torres AR et al.

Investigar la composicion quimica y las propiedades
antioxidantes y antibacterianas de los extractos
etandlicos de propoéleos (EEP) de Melipona
guadrifasciata quadrifasciata y Tetragonisca
angustula.

La mayor actividad antimicrobiana encontrada hace
referencia al extracto de M. quadrifasciata
guadrifasciata frente ambos microorganismos.

El extracto de M. quadrifasciata
quadrifasciata es diez veces mayor que el
de T. angustula.

Gontijo DC et al.

Determinar la composicion fitoquimica de un extracto
acuoso de hojas de Miconia latecrenata y evaluar
sus actividades antioxidantes, antibacterianas,
antimutagénicas y antigenotéxicas.

Los valores 6ptimos de MIC de los extractos de las
hojas de Miconia latecrenata fueron de entre 7y 8
mg/mL para Escherichia coli y de 0,1 mg/mL para
Staphylococcus aureus.

El valor de IC50 del extracto de hojas de
Miconia latecrenata fue menor que el valor
de referencia de BHT (hidroxitolueno
butilado).

Badawy MEI et al.

Determinar las actividades antimicrobianas y
antioxidantes de los hidrocarburos y monoterpenos
oxigenados contra algunos patégenos de origen
alimentario mediante estudios in vitro e in silico

El timol es el compuesto quimico que mayor actividad
antimicrobiana presenta. Aun asi, se aleja mucho del
antibiotico control (ceftriaxona).

Los resultados revelaron que todos los
compuestos probados mostraron actividad
antioxidante in vitro.

El mirceno, la (R)-(+)-pulegona, el (1R)-(-)-
mirtenal, el geraniol y el acetato de geranilo
fueron los compuestos que presentaron
mayor actividad antioxidante de los
diferentes grupos.

Mphahlele RR et al.

Evaluar los efectos de la desecacion en los
compuestos bioactivos, antioxidantes, asi como las
actividades antibacterianas y antitirosinasas de la
cascara de granada.

El secado a 50°C mostro los resultados mas
relevantes con un valor MIC de 0,20 mg/mL en
Escherichia coli y de 0,10 mg/mL en Staphylococcus
aureus.

La mayor actividad antioxidante encontrada
en la cascara de granada fue la que se sec6 a
60°C.

Ghasemzadeh A et
al.

El objetivo de este estudio es caracterizar el
contenido fitoquimico e investigar la actividad
antioxidante, anticancerigena y antibacteriana de las
flores de E. elatior que crecen en tres zonas
diferentes [Noreste (Kelantan), Centro (Pahang) y
Sudeste (Johor)] de Malasia.

La mayor actividad antibacteriana observada en
Staphylococcus aureus corresponde a E. elatior
procedente de Pahang con un valor MIC de 30,0
pg/mL.

La mayor actividad antioxidante se observé
en el extracto acuoso de E. elatior de
Kelantan. Aun asi, los tres extractos
presentaron valores mas altos de IC50 que el
BHT y el a-tocoferol, por lo que presentan
menor actividad antioxidante.
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Actividad antimicrobiana

Segun Holetz et al. 2002%° y Neta et al. 2017° los valores de CMI o MIC inferiores a 0,1
mg/mL representan una fuerte accion antimicrobiana; los valores entre 0,1 mg/mL y 0,5
mg/mL indican una actividad antimicrobiana moderada, los valores entre 0,5 y 1,0

mg/mL indican una accion débil y los valores superiores a 1,0 mg/mL una inaccion.

Las acciones bacteriostaticas y bactericidas se obtienen de la relacion entre la
concentracion letal y la concentracion minima inhibitoria (MBC/MIC). Practicamente la
mayoria de los estudios realizan la medicion de estos dos valores, por lo que resulta
sencillo obtener el valor relacionado con las acciones bacteriostaticas o bactericidas.
Cuando el valor obtenido es menor a 4, el compuesto presenta una accién bactericida
frente un determinado microorganismo. Por el contrario, cuando el valor es superior a 4,
hablamos de wuna accién bacteriostatica (impedir la reproduccion de un

microorganismo)®.
1. Jatropha gossypifolia L

Los resultados obtenidos en Okoh et al. 2016 muestran que tanto los extractos
procedentes del tallo como de la hojas de Jatropha gossypifolia L presentan una fuerte
actividad antibacteriana frente Staphylococcus aureus (NCINB 50080) y Escherichia coli
(ATCC 700728). Aun asi, se observa una actividad antibacteriana ligeramente mas
fuerte de las hojas que la del extracto procedente del tallo. Los valores de MIC obtenidos
para Staphylococcus aureus y Escherichia coli en el extracto del tallo son 0,10 y 0,10
mg/mL y los obtenidos en el extracto de las hojas son 0,05 y 0,05 mg/mL,

respectivamente.

Cabe destacar que a 0,10 mg/mL el SEO (extracto procedente de las hojas) era
bactericida contra Escherichia coli mientras que el LEO (extracto procedente del tallo)

era bacteriostatico a la misma concentracion.
2. Dennettia tripetala

En el presente estudio Okoh et al. 2016 los resultados muestran una actividad
antimicrobiana moderada de Dennettia tripetala en Escherichia coli (ATCC 700728) y
Staphylococcus aureus (NCINB 50080) y se estudiaron aceites de frutos maduros e
inmaduros. En los frutos inmaduros (UFO) se obtuvieron 0,15 y 0,10 mg/mL del valor de
MIC en Escherichia coli y Staphylococcus aureus, respectivamente. Por otro lado, en
los frutos maduros (RFO) se obtuvieron 0,20 y 0,15 mg/mL del valor de MIC en

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

20



3. Murraya paniculata

Segun Neta et al. 2017° el aceite esencial de Murraya paniculata presenta una actividad
antimicrobiana moderada para Escherichia coli (ATCC8739) y débil para
Staphylococcus aureus (ATCC25923), con valores de 05 y 1,0 mg/mL,

respectivamente.

Ademas, se estudio la accion del B-cariofileno y se obtuvo que la actividad antibacteriana
propia del aceite esencial no depende Unicamente de su compuesto principal, sino que

se produce por un efecto sinérgico entre sus compuestos.

Por ultimo, se determiné que el aceite esencial presenta una accién bactericida frente

las dos especies.
4. Albizia odoratissima

En el presente articulo Banothu et al. 2017* se estudian las diferencias que provoca
llevar a cabo la extracciobn de Albizia odoratissima usando diferentes solventes

organicos como hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol.

Las actividades antimicrobianas mas fuertes se observan llevando a cabo la extraccion
con metanol y acetato de etilo. El valor obtenido MIC en metanol fue de 0,14 y 0,27
mg/mL para Staphylococcus aureus (E40) y Escherichia coli (E72), respectivamente. En
la extraccidon con acetato de etilo los valores MIC fueron 0,27 y 0,14 mg/mL. En la
extraccion con cloroformo los valores fueron 3,44 y 0,86 mg/mL vy, por ultimo, en la

extraccion con hexano los valores fueron 15y 15 mg/mL,

Los extractos de los que se obtuvieron una actividad antibacteriana optima fueron los
de acetato de etilo y metanol. En contraposicion, los extractos de cloroformo y hexano

presentaron una actividad antimicrobiana muy débil.
5. Premna microphylla Turczaninovii

Los resultados obtenidos en el estudio de Zhang et al. 2017*° fueron 6ptimos. El aceite
esencial de Premna microphylla Turczaninow presenté una moderada actividad
antimicrobiana con 0.27 mg/mL para Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y con 0.15
mg/mL para Escherichia coli (ATCC 25922).

6. Mentha pulegium y Rosmarinus officinalis

Los resultados obtenidos en el articulo de Bouyahya et al. 2017® muestran que los
aceites esenciales de Mentha pulegium y Rosmarinus officinalis mostraron un notable

efecto antibacteriano con los valores mas bajos de CMI contra Staphylococcus aureus
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(MBLA), dado que esta es una cepa resistente a antibiéticos, no podemos comparar
estos resultados con los demés articulos. Por este motivo, se selecciona una cepa no
resistente, como (CECT 994) para poder llevar a cabo la comparacién. Por el contrario,

se obtuvieron valores mas elevados de MIC en Escherichia coli (K12).

Concretamente los valores MIC de Mentha pulegium fueron de 2 y 0,5 mg/mL para
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respectivamente. De la misma forma los
valores MIC de Rosmarinus officinalis fueron de 2 y 1 mg/mL para Staphylococcus

aureus y Escherichia coli, respectivamente.

Rosmarinus officinalis presenta una accién bactericida para las dos bacterias. Sin
embargo, Mentha pulegium presenta accién bactericida para Staphylococcus aureus y

bacteriostéatica para Escherichia coli.
7. Salvia barrelieri Etl.

Los resultados del estudio de Lehbili et al. 2018%° mostraron una buena actividad
antimicrobiana frente Staphylococcus aureus (CIP 53.154) y Escherichia coli (CIP
54.127) para el extracto de etanol al 80% y una actividad més leve para el exudado en
comparacion con la gentamicina de referencia. Los resultados mostraron una alto efecto
inhibidor del compuesto 10 (apigenin-7-O-B-d-glucuronopyranoside) contra
Escherichia coli (MIC 31.2 pg/mL) y el compuesto 12 (cinardsido) también fue activo

contra esta bacteria (MIC 31.2 ug/mL).

Los triterpenos del 1 al 6 (3B-acetoxy-olean-18-ene-2a-ol (1), epi-germanidiol (2),
olean-18-ene-1B6,2a,3B-triol (3), germanicol (4), a&cido micromérico (5), acido
ursoélico (6)) eran menos activos en comparacién con los flavonoides 10 y 12. El
triterpeno 2 mostré también una buena actividad antibacteriana contra ambas bacterias
probadas con un valor MIC de 62,5 pg/mL para Staphylococcus aureus y 125 ug/mL
para Escherichia coli. Los compuesto 5 y 8 (apigenin-7-O-B-d-glucuronopiranoside

methyl ester) mostraron una baja actividad antimicrobiana.
8. Grewia flava

En este articulo de Lamola et al. 2017?* se estudi6 la influencia del tipo de solvente
organico y las diferentes partes de la Grewia flava. La mayor actividad antibacteriana
para Staphylococcus aureus (ATCC 29213) procedia del extracto de la hoja usando

acetona como solvente organico con un valor MIC de 0,03 mg/mL.
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Por otro lado, la mayor actividad antibacteriana para Escherichia coli (ATCC 25922)
procedia tanto de las hojas como de las raices usando indistintamente acetona o
metanol con un valor MIC de 0,07 mg/mL.

9. Makhlaseh

En el articulo de Alizadeh Behbahani et al. 20188 se realizé el estudio de la actividad
antimicrobiana realizando un extracto acuoso y uno en etanol, siendo este ultimo el
solvente 6ptimo para una mejor actividad antibacteriana. Los valores que se obtuvieron
fueron de 16 mg/mL Escherichia coli (ATTC 25922) y de 8 mg/mL en Staphylococcus
aureus (ATTC 25923).

10. Salvia sessei Benth

La actividad antibacteriana de los extractos y compuestos se evalu6 frente Escherichia
coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 29213) en el estudio de Gémez-
Rivera et al. 2018%2. La primera fue sensible al compuesto 1 con un valor MIC de 12,5
Mg/mL, mientras que el isémero 2 mostraba actividad contra Staphylococcus aureus con
un valor MIC de 100 pg/mL.

11.Schinus terebinthifolius

Los valores que se obtuvieron en el estudio de Salem et al. 20182 fueron de 0,016
mg/mL para Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y de 0,5 mg/mL para Escherichia coli
(ATCC 35210).

12.Melipona quadrifasciata quadrifasciata y Tetragonisca angustula

Los valores MIC de los dos extractos no aparecen de forma numérica sino en formato
gréfico en el estudio de Torres et al. 20182, Claramente se observa que el extracto de
Meliponia quadrifasciata quadrifasciata presenta una mayor actividad antimicrobiana
que Tetragonisca angustula, ya que presenta valores de MIC menores tanto para
Escherichia coli (ATCC 25922) como para Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

13. Miconia latecrenata

En el estudio de Gontijo et al. 2019° los valores de MIC de los extractos de hojas de
Miconia latecrenata fueron de entre 7 y 8 mg/mL para Escherichia coli (24) y de un valor

MIC mayor de 0,1 mg/mL para Staphylococcus aureus (ATCC 33 591).
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14.Monoterpenos oxigenados e hidrocarburos

En el articulo de Badawy et al. 20197 se estudia el papel antimicrobiano de diferentes
monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados, a excepcion de los demés estudios. Este
estudio sirve para poder identificar qué moléculas presentan un papel clave en la

actividad antibacteriana.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7 del Anexo 2.

El estudio se realizd contra Escherichia coli (ATCC 8739) y Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) en comparacion con la ceftriaxona como agente antibacteriano estandar.
Los resultados muestran que todos los compuestos probados presentan actividad
antibacteriana. Sin embargo, la actividad fue menor que la droga estandar (CMI de
ceftriaxona= 0,72 y 13,1 mg/L contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus,

respectivamente).

15.Cascara de granada

En el estudio de Mphahlele et al. 2016% se llevé a cabo la comparacion de la actividad
antimicrobiana de la cascara de granada mediante la temperatura de secado de ésta.
Las temperaturas fueron de 40, 50 y 60°C vy liofilizacion y se usé como antibiético de
referencia la estreptomicina con una valor MIC de 0,02 mg/mL tanto para Escherichia

coli como para Staphylococcus aureus.

Los valores obtenidos corresponden con un valor MIC para Escherichia coli de 0,39,
0,20, 0,20 y 0,39 mg/mL para la liofilizacibn, secado a 40°C, 50°C y 60°C,

respectivamente.

Los valores obtenidos referentes a Staphylococcus aureus corresponden a un valor MIC
de 0,20, 0,20, 0,10 y 0,39 mg/mL para la liofilizacién, secado a 40°C, 50°C y 60°C,

respectivamente.

El secado a 50°C mostrd unos resultados éptimos, siendo los valores MIC los mas bajos
tanto para Escherichia coli (0,20 mg/mL) como para Staphylococcus aureus (0,10

mg/mL).

16. Etlingera elatior

En el estudio de Ghasemzadeh et al. 2015% los valores de MIC fueron estudiados en
las diferentes ubicaciones en las que puede aparecer Etlingera elatior. El valor mas
pequefio y que hace referencia a una mayor actividad antibacteriana para

Staphylococcus aureus fue el de Etlingera elatior procedente de Pahang con un valor
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MIC de 30,0 pg/mL, seguido de Kelantain con un valor MIC de 40,0 pg/mL y, por ultimo
y, por tanto, con una actividad antimicrobiana mas débil, Johor con un valor MIC de 60,0
pg/mL.

Los valores de MIC para Escherichia coli fueron significativamente diferentes a los de
Staphylococcus aureus ya que tanto los extractos procedentes de Kelantan y Pahang
presentan valores mayores a 100 pug/mL y en los de Johor no se observé actividad
antibacteriana. Los extractos de Etlingera elatior procedente de Kelantain presenta los
mejores valores de MIC (actividad antibacteriana).

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se mide mediante el valor IC50 y cabe sefialar que un valor de
IC50 mas bajo representa una inhibicibn mas potente de los radicales libres, los

inhibidores de radicales libres fuertes son activos en concentraciones bajas®.

1. Jatropha gossypifolia L

En el estudio de Okoh et al. 20167 la actividad antioxidante de Jatropha gossypifolia L
fue determinada por cuatro modelos diferentes de radicales usando DMSO como

solvente de extraccion, pero Unicamente nos centraremos en los resultados de DPPH.

Segln Okoh et al. 20167 la técnica de DPPH no es una prueba especifica de especies
radicales, sino que sirve para determinar la potencia de eliminacion de radicales en
general de un antioxidante. Por lo tanto, para evaluar la precisa eficacia antirradical de
LEO (extracto del tallo) y SEO (extracto de las hojas) de Jatropha gossypifolia,
investigaron cuantitativa y cualitativamente la presunta propiedad antirradical usando un
cation radical (ABTS-+).

Los resultados mostraron que los extractos tanto de las hojas como del tallo son
potencias antirradicales efectivas contra los diferentes oxidantes, lo que indica que son

buenos donantes de electrones en las pruebas de DPPH y ABTS.

Para obtener los valores numéricos de las diferentes técnicas utilizadas, se debe llevar

a cabo un analisis de regresion lineal para encontrar el valor IC50.

Ambos aceites redujeron el DPPH- a una molécula DPPH-H neutra alcanzando una
disminucion del 50% con un valor IC50 de 0,07 mg/mL para SEO mientras que el de
LEO es de 0,32 mg/mL.
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2. Dennettia tripetala

En el articulo de Okoh et al. 2016 se llevan a cabo cuatro técnicas de determinacion
de la actividad antioxidante, pero nos centraremos en los resultados de las técnicas
DPPH y ABTS.

Tanto UFO (extracto de fruto inmaduro) como RFO (extracto de fruto maduro) mostraron

valiosos efectos en lo que a eliminacion de radicales se refiere.

En la primera el efecto inhibitorio de los dos aceites UFO y RFO fue mas fuerte que el
de referencia (en este caso, vitamina C) en todas las concentraciones. Pero cuando se
comparé con el B-caroteno, se obtuvieron resultados similares. Los valores de IC50
fueron de 0,87 + 0,23 mg/mL para el UFO y 0,62 + 0,12 mg/mL para el RFO inferiores a
la vitamina C con un valor de IC50 3,39 £+ 0,12 mg/mL y similares al B-caroteno con IC50
de 0,32 + 0,22 mg/mL.

3. Murraya paniculata

En el articulo de Neta et al. 2017° la capacidad de eliminacién de radicales libres de
Murraya paniculata y B-cariofileno se evalu6 mediante las técnicas DPPH y ABTS

Unicamente usando metanol como solvente de extraccion.

En el método DPPH se observé una actividad antioxidante baja con un valor de IC50 de
0,24 +12 mg/mL.

4. Albizia odoratissima

En el articulo de Banothu et al. 2017* se realiz6 el estudio de la actividad antioxidante
de Albizia odoratissima comparando diferentes solventes organicos (hexano,

cloroformo, acetato de etilo y metanol) mediante los métodos DPPH y ABTS.

Con el método DPPH se obtuvo que el acetato de etilo tuvo el valor IC50 mas bajo
(10,96 £ 0,40 pg/mL), seguido del metanol (16,62 + 0,85 pg/mL), el hexano (1810,44 +
13,50 pg/mL) y el cloroformo (3439,66 + 33,56 pug/mL).

Ademas, los valores IC50 de los extractos de metanol y de acetato de etilo fueron
similares y comparables a los del acido ascérbico usado como control (6,11 + 0,44
pg/mL) pero inferiores a los del BHT (458,10 + 33,09 pg/mL), lo que sugiere que la

actividad antioxidante de estos extractos es mayor que la del BHT.
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Con el método ABTS se obtuvo que el valor de IC50 de acetato de etilo (4,35 + 0,07
pg/mL) fue el mas bajo, seguido del metanol (8,59 + 0,39 pg/mL), hexano (52,08 + 1,26
pg/mL) y cloroformo (58,81 + 3,69 ug/mL).

El valor IC50 del extracto de acetato de etilo fue muy similar al del &cido ascorbico (3,65
+ 0,26 pg/mL) e inferior al del BHT (6,57 + 0,57 pg/mL), lo que indica que el extracto de
acetato de etilo tiene una fuerte actividad antioxidante.

5. Premna microphylla Turczaninovii

En el estudio de Zhang et al. 2017*° el efecto antioxidante del aceite esencial se compard
con el del BHT (butilhidroxitolueno) estandar mediante el método DPPH expresado
como valor IC50 que fue de 0,451 mg/mL para P. microphylla frente a 0,067 mg/mL para
BHT. Por lo tanto, el aceite no mostré una alta actividad antioxidante en comparacion
con BHT.

6. Mentha pulegium y Rosmarinus officinalis

En el articulo de Bouyahya et al. 20172 la actividad antioxidante de Mentha pulegium y
Rosmarinus officinalis en (citar articulo) se determiné mediante el método DPPH y
reduccion de hierro usando como solvente de extraccién metanol. Unicamente nos
centraremos en los resultados obtenidos con el primer método comparado con dos

antioxidantes sintéticos estandares como son el &cido ascorbico y el Trolox.

Se observo que los aceites esenciales de ambas especies fueron menos efectivos que
los agentes antioxidantes sintéticos con un valor de IC50 para Mentha pulegium de
321,41+2,53 pg/mL y para Rosmarinus officinalis de 523,41+ 8,25 ug/mL. Ademas, el
poder reductor de los aceites esenciales de las dos especies aumenté con el incremento

de sus concentraciones.

7. Salvia barrelieri Etl.

En el estudio de Lehbili et al. 2018%° Ginicamente el extracto de etanol al 80% mostrd
actividad de eliminacion de radicales DPPH (IC50 50.1 ug/mL). Posteriormente, se
repitié la prueba para los compuestos del 7 al 12 (salvigenina (7), apigenin-7-O-8-d-
glucuronopiranoside methyl ester (8), apigenin-7-O-B-d-glucopyranoside (9),
apigenin-7-O-B-d-glucuronopyranoside (10), apigenina (11) y cinarésido (12))
aislados de este extracto. Los compuestos 10 y 12 mostraron una actividad moderada

de eliminacion de radicales DPPH (IC50 79.1 y 21.2 pg/mL, respectivamente) en
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comparacion con el acido ascorbico de referencia (IC50 11.2 ug/mL). Los otros cinco

compuestos mostraron una actividad antirradical baja o nula.

8. Grewia flava

En el estudio de Lamola et al. 2017%* los valores obtenidos mediante el método DPPH
usando metanol como solvente de extraccion, revelaron una mejor actividad
antioxidante en los extractos de acetona procedentes de las raices con un valor IC50 de
70,09 pg/mL.

Sin embargo, esta actividad fue menor que la del 4cido ascérbico usado como control
(valor IC50 de 9,14 pg/mL).

9. Makhlaseh

En el articulo realizado por Alizadeh Behbahani et al. 20188 la actividad antioxidante se
midié mediante el método DPPH usando extractos acuosos y etanélicos de Makhlaseh.
Los resultados son de 315,50 £ 1,12 ug/mL para el extracto acuoso y de 118,35 + 1,08

Mg/ml para el etandlico.

10. Salvia sessei Benth

El estudio realizado por Gomez-Rivera et al. 201822 mostrd que en el ensayo DPPH, el
extracto de SsD (Salvia sessei diclorometano) fue el que obtuvo mejor actividad de los
tres extractos de Salvia sessei (3313,39 * 20,79 ug/mL), exhibiendo un valor de IC50
1,7 veces mayor en comparacion con el extracto IC50 del extracto de Camellia sinensis

(1961,80 + 30,91 ug/mL), de referencia y el que exhibié mayor actividad.

A pesar de esto, en el ensayo ABTS, el extracto de SsM (Salvia sessei metanol 1,34 +
0,03 ug/mL), presentd la mayor capacidad antioxidante, excediendo en el extracto de

Camellia sinensis (14,24 + 0,04 ug/mL), que tenia un IC50 10,6 mayor en DPPH.

11.Schinus terebinthifolius

En el estudio de Salem et al. 20182 los valores obtenidos de 1C50 del aceite esencial
de Schinus terebinthifolius mediante la técnica DPPH fueron de 15,11+0,99 ug/mL, en
comparacion con el IC50 del &cido tanico (23,83+1,9 ug/mL) y el BHT (2,9 + 0,1 ug/mL),

gue fueron los valores de referencia.
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12.Melipona quadrifasciata quadrifasciata y Tetragonisca angustula

Los resultados del estudio de Torres et al. 20182 muestran que ambos EEP tenian una
actividad antioxidante dependiente de la dosis. Ademés, el EEP de Melipona
guadrifasciata quadrifasciata (IC50= 241,8 mg/mL) era diez veces mas potente que el
EEP de Tetragonisca angustula (IC50= 2433,0 mg/mL).

13. Miconia latecrenata

En el estudio de Gontijo et al. 2019%° se determind la actividad antioxidante mediante la
técnica DPPH usando metanol como solvente de extraccion. Los valores de IC50 del
extracto de hojas de Miconia latecrenata fueron de 1.1 £ 0.7 pg/mL, menor que el valor
de referencia de BHT (hidroxitolueno butilado) que fue de 2.6 £ 0.2 pg/mL.

14.Monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados

En el articulo de Badawy et al. 20197 el estudio de la actividad antioxidante de los
monoterpenos oxigenados y los hidrocarburos se comparé con a-tocoferol como agente
antioxidante estandar. Los resultados revelaron que todos los compuestos probados

mostraron actividad antioxidante in vitro.

Entre el grupo de los hidrocarburos, el mirceno fue el agente antioxidante mas fuerte
con IC50 de 22,13 mg/L seguido por (R)-(+) limoneno y 3-carano (IC50=291,8 y 297,7
mg/L, respectivamente). Sin embargo, el canfeno, a-pineno y B-cimeno fueron los

compuestos activos mas bajos con IC50 de 868, 880 y 916 mg/L, respectivamente.

Para las cetonas, la (R)-(+)-pulegona fue el compuesto mas efectivo con IC50 de 218
mg/L. Por otro lado, El alcanfor y la mentona exhibieron la menor actividad con IC50 de

1101y 1217 mg/L, respectivamente.

En el grupo de los aldehidos, (1R)-(-)-mirtenal revel6 una accion efectiva con IC50 de

285 mg/L, mientras que el citral fue el activo mas bajo con IC50 de 1052 mg/L.

Entre los alcoholes, el geraniol fue el antioxidante mas persuasivo con IC50 de 19 mg/L
seguido en orden descendente por el timol (IC50=31 mg/L). Sin embargo, el (-)-mentol

era el compuesto activo mas bajo (IC50=1047 mg/L).

Para el grupo de los acetatos, el acetato de geranilo presentd el mayor actividad
(IC50=534 mg/L) seguido en orden descendente por acetato de eugenilo y a-terpinil
acetato (IC50=606 y 646 mg/L, respectivamente). En cambio, el acetato de canela

mostré menos accién con IC50 de 1067 mg/L.
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Los resultados de todos los compuestos se muestran en la tabla 8 del Anexo 3.

15.Céscara de granada

En el articulo de Mphahlele et al. 20162* se determind la actividad antioxidante mediante
el método DPPH y FRAP usando como solvente de extraccion el metanol. La mayor
actividad antioxidante encontrada en la cascara de granada fue la que se sec6 a 60°C
y ademas coincide con una elevada concentracion de diferentes compuestos como son

la punicalina, catequina, epicatequina y compuestos de rutina.

16. Etlingera elatior

En el articulo realizado por Ghasemzadeh et al. 2015% el estudio de la actividad
antioxidante de Etlingera elatior se llevé a cabo en las diferentes ubicaciones de esta
especie y el tipo de solvente que se us6 para llevar a cabo la extracciéon. Donde los
extractos acuosos mostraron una mayor actividad antioxidante que los de etanol, es por

este motivo por el cual nos centramos Unicamente en los extractos acuosos.

La mayor actividad antioxidante se observé en el extracto acuoso de Etlingera elatior de
Kelantan, seguido de las muestras de Pahang y Johor con valores de IC50 de 34,5, 44,6
y 52,9 pg/mL, respectivamente. Se compararon con el BHT, con un valor de IC50 de
19,7 ug/mL y el a-tocoferol, con un valor de IC50 de 12,6 pg/mL.

Discusion

Actividad antimicrobiana

En cuanto a la comparacién de la actividad antimicrobiana de los diferentes productos
naturales se han usado diferentes extractos de una misma especie o diferentes especies
como en el caso de Okoh et al. 2016*" donde la extraccion procedente del tallo muestra
mejores resultados, en Okoh et al. 20168 el extracto del fruto inmaduro presenta una
mayor actividad antimicrobiana que el maduro. Los resultados obtenidos en Bouyahya
et al. 2017® tanto en Mentha pulegium como en Rosmarinus officinalis concuerdan y
difieren en algunos estudios ya publicados. Por ejemplo, la actividad antimicrobiana de
Mentha pulegium concuerda con Mahboubi et al. 20083 pero difiere con los resultados
expuestos en Cherrat et al. 2014*2 donde se obtiene actividad antimicrobiana menos
eficaz. Por otro lado, los resultados del estudio del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis concuerdan con los expuestos en Talbaoui, et al. 20122 pero, sin embargo,
se obtiene una actividad antibacteriana menos eficaz que en Wang et al. 20123*. En el
estudio de Torres et al. 20182 se determina que la mayor actividad antimicrobiana

pertenece al propolis de Melipona quadrifasciata quadrifasciata. Segun Ghasemzadeh
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et al. 2015% una de las hipétesis que se tienen actualmente es que la actividad
antimicrobiana depende de la zona geogréafica en la que se cultiven los diferentes
productos naturales.

Cabe destacar que las diferencias encontradas en los diferentes extractos procedentes
de una misma especie o de diferentes partes de una misma especie, reside en la
variabilidad en la composiciébn quimica que esta estrechamente relacionada con el
solvente que se use para llevar a cabo la extraccion, como ocurre en Banothu et al.
2017* donde la mayor actividad antimicrobiana encontrada pertenece a los extractos

realizados con acetato de etilo y metanol.

Respecto la actividad antimicrobiana frente bacterias gram-negativas y gram-paositivas,
la gran mayoria de los resultados obtenidos en los diferentes estudios muestran una
actividad antimicrobiana 6ptima frente las dos bacterias en cuestion, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Aun asi, ha habido una notable mayor actividad inhibitoria en
las bacterias gram-positivas. Este hecho puede deberse a que las bacterias gram-
positivas no presentan la membrana celular externa observada en bacterias gram-
negativas y que actia como barrera fisica entre el microorganismo y el exterior debido
a la composicion de lipopolisacaridos hidrofilicos dificultando la interaccién con las

moléculas antimicrobianas normalmente de caracter hidréfobo”8.

El mecanismo de accion segun Tarig et al. 2019* consiste en una desestabilizacion
celular propiciando la degradacion de la membrana aumentando su permeabilidad. De
esta forma se interrumpen muchos procesos celulares como la produccién de energia,
el transporte transmembranal y la respiracion, esto promueve la pérdida de iones, de

componentes celulares y la reduccion de sintesis de ATP”.

En Neta et al. 2017° se afade la importancia de realizar otras mediciones como las
curvas tiempo-muerte para obtener los valores de actividad antimicrobiana a lo largo del
tiempo y no Unicamente en un momento especifico con el valor MIC que presenta una
elevada variabilidad. Ademas, los resultados del estudio indican que las diferencias en
la membrana externa y en la pared celular de bacterias gram-positivas y gram-negativas
no es un factor determinante en la actividad antimicrobiana del aceite esencial. Este
hecho difiere de la gran mayoria de articulos como Tariq et al. 2019%, en Okoh et al.
2016 y en Heidari Sureshjani et al. 2014* donde se demuestra que la membrana
externa si que esta relacionada con la efectividad de los extractos de los productos

naturales.
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La composicion quimica relacionada e involucrada en la actividad antimicrobiana segun
Shan et al. 2007% aproxima que los compuestos que promueven la actividad

antimicrobiana son los fenoles, los taninos y los flavonoides, entre otros®.

Ademas, segun Zhang et al. 2017%° la acci6n antimicrobiana de estos compuestos
guimicos depende de la concentracién en la que se encuentren; a bajas concentraciones
interfieren con las enzimas vinculadas a la sintesis de ATP y a altas puede inducir la
desnaturalizacién de proteinas. En Jouki et al. 2014*° se atribuye la capacidad de
permeabilizar la membrana externa de las bacterias gram-negativas al carvacol y al timol
por lo que aquellos productos naturales que presenten grandes concentraciones de
dichos compuestos presentaran una mayor actividad antimicrobiana en bacterias gram-
negativas. Otra molécula que se relaciona con este mecanismo de accién es el totarol*.
Algunos compuesto fendlicos como el timol, el eugenol y el carvacol fueron altamente
activos frente diferentes bacterias gram-positivas y gram-negativas, en estas Ultimas en
mayor numero de especies diferentes. No tnicamente el grupo hidroxilo desempefia un

papel clave en la actividad antimicrobiana, la posicion relativa de éste también.

En Badawy et al. 20197 los grupos aldehidos y fenoles como por ejemplo, los nombrados
anteriormente ademas del cinamaldehido y el citral son los que propician una mayor
actividad antimicrobiana seguido de los alcoholes terpénicos. Esta mayor actividad
puede ser debido a la sustitucion del alquilo en el ntcleo del compuesto fendlico. Por
otra parte, compuestos como cetonas o ésteres como 3-mirceno y acetato de geranilo

presentaron una menor actividad antimicrobiana.

Cabe destacar que seguin Medina-Franco et al. 2012*! estos monoterpenos procedentes
de productos naturales no presentan un peligro para la sociedad y son seguros tanto

para la salud humana como para el medioambiente.

Ademéas de la concentracion de los diferentes compuestos, la sinergia entre los
componentes principales y secundarios para obtener una fuerte actividad antimicrobiana
también es crucial tal y como se comenta en Burt et al. 20042 donde existe una sinergia

entre el carvacol y el p-cimeno y entre el cinamaldehido y el eugenol.

Actividad antioxidante

Uno de los principales temas de discusion en los estudios seleccionados esta
relacionado con la especificidad del método DPPH. Esta no es una técnica especifica
de especies radicales, sino que Unicamente evalla la capacidad antioxidante general
del producto. Debido a esto, es de gran interés suplementar los ensayos experimentales

con los métodos LP, NO y ABTS para determinar la actividad antirradical especifica.
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Otra punto a evaluar es el solvente con el que se lleva a cabo la extraccién. En Banothu
et al. 2017 de entre los cuatro extractos de metanol, hexano, cloroformo y acetato de
etilo, éste Ultimo es el que presenta una mayor actividad antioxidante y se intuye que
esto es debido al aumento de los niveles de polifenoles. En contraposicion, seguin
Ghasemzadeh et al. 2015%° los extractos acuosos presentan una mayor actividad
antioxidante que los realizados con etanol. Estos extractos acuosos presentan una
mayor cantidad de flavonoides, fenoles y taninos. El tipo de solvente que se utiliza en la
extraccion, asi como la polaridad y la viscosidad interviene en la actividad antioxidante
del compuesto. Los que presentan una baja viscosidad tienen una alta difusividad

necesaria para difundirse por los poros de las membranas®*.

Respecto la composicién quimica relacionada con la actividad antioxidante, algunos
compuestos quimicos propios del aceite proporcionan propiedades bioactivas como el
mentol que presenta una actividad antioxidante, antimicrobiana y antiinflamatoria
elevada. En Rozza et al. 2014** se investigaron estas propiedades en Ulceras gastricas
en ratas y se concluyé que el tratamiento con mentol habia presentado una actividad
gastroprotectores a través de mecanismos antioxidantes, antiapoptéticos y

antiinflamatorios.

Por otro lado, el limoneno presenta efectos antitumorales y antimetastasicos, entre
otros. Tal y como se muestra en Chaudhary et al. 2012%, la piel de los ratones tratados
con D-limoneno reducen de forma significativa el edema (acumulacion de liquido en el
espacio extracelular) y la hiperplasia (aumento anormal en el tamafio de un 6rgano).
Ademds, en un estudio se determind que el D-limoneno reducia la carga tumoral.
Concluyeron que esta molécula puede presentar accién quimiopreventiva ya que inhibe

la inflamacion y reduce el estrés oxidativo.

En Okoh et al. 2016 se determina que los componentes bioactivos que se encuentran
en mayor concentracién son los terpenoides como el p-cimeno, cariofileno y linalol con
la particularidad que, tanto monoterpenoides como sesquiterpenoides, son mas
abundantes en los extractos de los frutos maduros. Otros estudios apoyan el hecho de
gue estas moléculas son componentes bioactivos de los aceites esenciales como ocurre
en Hyldgaard et al. 20123, en Pereira et al. 20184,

Otras moléculas relacionadas con la bioactividad son el a-terpineno, canfeno, a-pineno
y que, se intuye pueden haber aumentado las actividades antioxidantes y

antimicrobianas tal y como se muestra en Vallianou et al. 2011%" y en Aydin et al. 2013,

En la bibliografia se determina que los compuestos que proporcionan una mayor

actividad antioxidante son los monoterpenos con anillos aromaticos unidos a grupos
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hidroxilo. Los principales componentes del aceite esencial de Murraya paniculata son
los sesquiterpenos que no presentan grupos hidroxilo*®. De esta forma se justifica el
bajo potencial antioxidante del aceite esencial encontrado en Okoh et al. 20168,

En Banothu et al. 20174 se determina que los extractos poseen una gran variedad de
compuestos fendlicos y flavonoides que propician la actividad antioxidante®°>?,

En Okoh et al. 20167 se determina que a medida que aumenta la concentracion del
extracto del producto natural, aumenta la actividad antioxidante. En este estudio se
observa mayor actividad en el extracto de las hojas que en el tallo y los estandares de
referencia, B-caroteno y vitamina C. Aun asi, ambos extractos muestran una eficaz

actividad antioxidante ya que son buenos donantes de electrones en el método DPPH.

En Zhang et al. 2017*° la actividad antioxidante de los extractos de Premna microphylla
Turczaninow que se encontrd en el estudio fue débil probablemente debido a la gran
cantidad de compuestos que forman una mezcla compleja propia del aceite esencial.
Los compuestos encontrados en mayor abundancia fueron el limoneno, el blumenol C y
el B-cedreno. Aun asi, seglin Vieira et al. 2018%, el limoneno presenta una fuerte

actividad antioxidante en la prueba DPPH.

En Bouyahya et al. 20172 las muestras de aceite esencial de Mentha pulegium presentan
un efecto antioxidante mayor a elevadas concentraciones mientras que la actividad en
Rosmarinus officinalis fue mayor a bajas concentraciones. Aun asi, fueron menos
efectivos que los antioxidantes sintéticos usados como control. La variacion de la
actividad antioxidante se justifica por la diferencia en la composicion quimica de ambos
productos naturales. Esta actividad estd determinada por la polaridad, los grupos

funcionales y el comportamiento de los compuestos quimicos.

En Alizadeh Behbahani et al. 20182 se explica que la actividad antioxidante y la
composicion total fendlica dependen del clima, el suelo y la altitud, entre otros tal y como

se muestra en Behbahani et al. 20173,

En Gémez-Rivera et al. 20182 la fuerte actividad antioxidante del aceite esencial de
Salvia sessei extraido con diclorometano podria deberse a la composicién polifenélica,

de flavonoides y terpenoides.

En Torres et al. 20182 se determina que la capacidad antioxidante del propéleo depende
de la especie y el género al que pertenezcan las abejas, mostrando una mayor actividad
antioxidante el propéleo de Melipona quadrifasciata quadrifasicata. Ademas, ésta

presentaba una mayor cantidad de fenoles y flavonoides totales.
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La actividad antioxidante segtin Gontijo et al. 2019% se ve incrementada por la presencia
de taninos, como los elagitaninos o acidos elagicos. Estos contienen diferentes grupos
funcionales hidroxilos que estabilizan los componentes ROS®,

Los fenoles son unos de los compuestos que mayor actividad antioxidante presentan,
en concreto algunos hidrocarburos como el terpinoleno y a- y y-terpineno. Por otro lado,
los sesquiterpenos y los compuestos no isoprenoides presentaron una baja actividad
antioxidante’.

Conclusiones

Los productos naturales han sido usados ampliamente en la medicina tradicional desde
tiempo atras. Por ello y por la resistencia generada por parte de los microorganismos
hacia los antibiéticos sintéticos, se quieren introducir en la medicina moderna.
Constituyen una gran fuente antioxidante y antimicrobiana y son de facil obtencion y

acceso.

La relacion que se encuentra en las actividades antimicrobiana y antioxidante puede
recaer sobre la composicion quimica de los productos naturales. Fenoles, terpenos,
flavonoides y taninos son un ejemplo de ello. Aun asi, el poder antioxidante y
antibacteriano no son proporcionalmente directos o dependientes, una fuerte actividad

antioxidante no necesariamente implica una fuerte actividad antimicrobiana y viceversa.

Ademads, se ha demostrado que las bacterias gram-positivas son mas susceptibles al
poder antimicrobiano de los diferentes productos naturales por lo que se concluye que
la presencia 0 ausencia de la pared externa propia de las bacterias gram-negativas, es

un factor determinante a la hora de evaluar el poder antimicrobiano.

Cabe destacar que no Unicamente estos productos se usan como antibacterianos sino
también como antifingicos como ocurre en Badawy et al. 20197, como antinflamatorios
y antivirales, entre otros. Algunos aceites esenciales se pueden usar para inhibir algunas
bacterias que presentan resistencia a ciertos antibiéticos sintéticos segun Tariq et al.
2019%. Los extractos también sirven para la preservacion de alimentos y actualmente
es un campo de estudio en expansion en el gue muchos investigadores estan centrando

sus estudios?®®.
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Limitaciones

La realizacion del presente trabajo ha presentado algunas limitaciones. Una de las
primeras ha sido el uso de diferentes cepas tanto de Escherichia coli como de
Stpahylococcus aureus en los 16 trabajos seleccionados. Realmente se desconoce el
impacto que puede producir el uso de cepas diferentes en los ensayos experimentales.
Por lo tanto, en futuros estudios e investigaciones, seria de gran interés realizar la

comparacion unicamente de una misma cepa de cada especie.

Ademads, en la determinacion de la actividad antioxidante de los productos naturales, los
solventes con los que se realizaban las extracciones fueron diferentes en la mayoria de
los estudios, por lo que tampoco se conoce el impacto que puede producir esta
variacion. Lo que si se conoce hoy en dia y tal y como se ha hombrado en la discusion,
el tipo de solvente usado en la extraccion influye en las caracteristicas antioxidantes del
producto por lo que la comparacion de la actividad antioxidante deberia llevarse a cabo

con el mismo tipo de solvente a la hora de llevar a cabo la extraccién.

Otra de las limitaciones encontradas a lo largo de la realizacién del trabajo ha sido el
uso de diferentes métodos especificos de determinacion de la actividad antioxidante.
Todos los articulos seleccionados usaron el método DPPH para medir el poder de
eliminaciéon de radicales libres de manera general, pero a la hora de determinarlo
especificamente, cada estudio llevaba a cabo un método diferente como ABTS, NO o

LP. Por este motivo, la comparaciéon no ha sido lo mas exhaustiva posible. En futuras
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revisiones bibliograficas se debe tener en cuenta la evaluacion especifica de la actividad

antioxidante mediante el uso de la misma técnica.

El procesamiento de los resultados numéricos es diferente en la mayoria de los articulos
seleccionados. Es cierto que en practicamente todos se llevan a cabo los experimentos
por triplicado, pero algunos no introducen la desviacidn estandar, por lo que no se puede
llegar a determinar con exactitud el error producido.

Por ultimo, en la discusion encontramos diferentes articulos cuyos resultados no
coinciden con los obtenidos en los 16 estudios seleccionados por lo que se deberia
averiguar cual es el motivo de las diferencias. Estas pueden ser debidas al uso de
diferentes cepas, diferentes solvente organicos, el uso de concentraciones de producto
natural a evaluar diferentes a las de los 16 estudios seleccionados o incluso el uso de
otras técnicas en la determinacion tanto de la extraccion del aceite esencial, en la
determinaciéon de la actividad antioxidante y en la determinacion de la actividad

antimicrobiana.

Autoevaluacion

La presente revision bibliografica ha resultado ser todo un reto personal. El primer
propésito por el cual queria llevar a cabo este estudio era investigar qué factores eran
los que determinaban las actividades antioxidante y antimicrobiana y ver qué relacion
tenian la una con la otra. Ha sido una gran experiencia académica ya que he podido
llegar a entender muchos aspectos que antes no acababa de comprender, todo gracias
al trabajo que han llevado a cabo los investigadores y de la forma en que han plasmado

sus conocimientos en los articulos.

Este trabajo ha aumentado mi capacidad de adaptacion a los constantes cambios que
ha habido desde el mes de marzo y, ademds, ha sabido mostrar mi parte mas inquieta

y curiosa respecto el tema del presente trabajo.

Personalmente considero que el &mbito de los productos naturales deberia ser mucho
mas popularizado y conocido por la sociedad, ya que desempefian un gran papel no
Unicamente a nivel médico, como hemos podido observar en esta revision bibliogréfico,
sino también en la industria de los aromas y de la preservacion de alimentos de consumo

humano, entre otros.
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Anexos

Anexo 1

Tabla 6. Especies estudiadas en la presente revision bibliografica. Se especifica la familia a la que
pertenecen, la localizacion y una imagen.

Familia Localizacion

Jatropha
gossypiifolia L.5®

Euphorbiaceae

Dennettia

tripetala® Annonaceae Africa occidental

Murraya

paniculata®” Rutaceae Sureste de Asia

Albizia

o Fabaceae
odoratissima®®

Premna
microphylla Lamiaceae
turczaninovii®®

Mentha
pulegium®°

Regién

Lamiaceae . p
mediterranea
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Rosmarinus

o Lami
officinalis®® amiaceae
Salvia barrelieri®? Lamiaceae
Grewia flava®? Malvaceae

Makhlaseh Asteraceae

Salvia sessei® Lamiaceae

Schinus

terebinthifolius®® Anacardiaceae

PROPOLIS de
Melipona Apidae
guadrifasciata®

PROPOLIS de
Tetragonisca Apidae
angustula®”

Miconia

[ — Melastomataceae

Y Imagen no encontrada en internet.

Region
mediterranea

Region
mediterranea

Sud Africa

Iran

México

Originario de
Sudameérica,
pero muy
extendido

Sudamérica

Sudamérica

Sudameérica
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Europa, América

Céscara de del sur y del

granada®® Ly EEEe norte, Asia'y
Africa

Etlingera elatior™ Zingiberaceae clureesi de

Asia y Oceania

Anexo 2

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de monoterpenos y ceftriaxona como antibidtico estdndar frente Escherichia coli
(ATCC 8739) y Staphylococcus aureus (ATCC 6538) del apartado 14 de resultados referente a la actividad
antimicrobiana.

MIC (mg/L)
Clase Compuesto Escherichia | Staphylococcus
coli aureus
Canfeno 540 610
3-Caren 140 275
] B-Cimeno 275 300
Hidrocarburos ;
(R)-( +)-Limoneno 400 550
Mirceno 65 260
a-Pineno 550 600
Alcanfor 560 800
(%)-Carvona 200 420
Cetonas (1R)-( - )-Fenchona 275 500
Mentona 70 400
(R)-( +)-Pulegona 60 385
Citral o Geranial o Lemonal 180 290
Aldehidos i
(1R)-( - )-Mirtenal 275 550
Citronelol 135 250
Geraniol 250 300
Linalol 130 265
Alcoholes
(-)-Mentol 275 400
A-Terpineol 55 225
Timol 45 135
Acetato de cinamilo 530 675
Acetato de citronelilo 390 450
Acetatos
Acetato de eugenilo 500 650
Acetato de geranilo 400 600
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Acetato de linalilo 600 850
Acetato de a-terpinilo 550 790
Antibiético Ceftriaxona 0,727 13,10

Anexo 3

Tabla 8. Valores de la actividad antioxidante de hidrocarburos, cetonas, aldehidos, alcoholes y acetatos del apartado
14 de resultados referente a la actividad antioxidante.

Clase Compuesto IC50 (mg/L)
Canfeno 868,40
3-Caren 291,80
) B-Cimeno 916,89
Hidrocarburos i
(R)-( +)-Limoneno 297,74
Mirceno 22,136
a-Pineno 880,74
Alcanfor 1101,33
(+)-Carvona 644,18
Cetonas (1R)-( - )-Fenchona 877,64
Mentona 1217,47
(R)-( +)-Pulegona 218,38
Citral o Geranial o Lemonal 1052,36
Aldehidos i
(1R)-( - )-Mirtenal 285,39
Citronelol 289,67
Geraniol 19,153
Linalol 530,68
Alcoholes
(-)-Mentol 1047,71
A-Terpineol 480,56
Timol 31,426
Acetato de cinamilo 1067,29
Acetato de citronelilo 685,04
Acetato de eugenilo 606,66
Acetatos
Acetato de geranilo 534,83
Acetato de linalilo 721,779
Acetato de a-terpinilo 647,08
Antioxidante a-Tocoferol 5,02
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