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RESUMEN
Introduccion: Moringa oleifera Lam se considera uno de los arboles mas utiles y con mudltiples
beneficios. Sus hojas acumulan altos contenidos de compuestos a los que se le atribuyen
propiedades biologicas.
Objetivo: Determinar y cuantificar el contenido de polifenoles totales, flavonoides y la actividad
antimicrobiana de extractos acuosos e hidroalcohdlicos de diferentes ecotipos de Moringa oleifera
Lam cultivada en Cuba.
Métodos: EIl contenido de polifenoles se determind segun el método descrito en la Farmacopea
Britanica (2009) y los flavonoides por el método modificado de Woisky (1998). Los extractos se
enfrentaron a cepas de referencias (Escherichia coli (ATCC10536), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Candida albicans (ATCC 10231) Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027), Salmonella thyphi
(ATCC9992) y cepas provenientes de aislamientos clinicos.
Resultados: Los extractos hidroalcohélicos mostraron una mayor concentracion de polifenoles y
flavonoides con respecto a los extractos acuosos. Tanto los extractos acuosos como los
hidroalcohélicos de los tres ecotipos manifestaron mejor concentraciéon minima letal (CML) con las
bacterias Gram positivas que, con las Gram negativas, siendo mayor la actividad de los extractos
hidroalcohdlicos, destacdndose el ecotipo Criolla con una CML de 3,13mg/mL y 12,55mg/mL
respectivamente.
Conclusion: Se demostr6 que Moringa oleifera Lam tiene actividad biolégica y pudiera ser un
potencial como antimicrobiano.

Palabras claves: Actividad antibacteriana, Moringa oleifera, polifenoles, flavonoides.
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ABSTRACT

Introduction: Moringa oleifera Lam is considered one of the most useful trees with multiple benefits.
Its leaves accumulate high content of compounds to which biological properties are attributed.
Objective: To determine and quantify the content of total polyphenols, flavonoids and the
antimicrobial activity of agueous and hydroalcoholic extracts of different ecotypes of Moringa oleifera
Lam cultivated in Cuba.

Methods: The polyphenol content was determined according to the method described in the British
Pharmacopoeia (2009) and the flavonoids by the modified method of Woisky (1998). The antibacterial
activity of the extracts was examined against reference strains (Escherichia coli (ATCC10536),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) Pseudomonas aeruginosa
(ATCC9027), Salmonella thyphi (ATCC9992)) and strains from clinical isolation.

Results: The hydroalcoholic extracts showed a higher content of flavonoids and polyphenols respect
to the aqueous extract. The agueous and hydroalcoholic extracts of the 3 ecotypes showed better
CML with Gram positive bacteria than Gram negative, the activity of hydroalcoholic extracts was
greatest, standing out the Creole ecotype with a CML of 3.13mg / mL and 12, 55mg / mL respectively.
Conclusions: Moringa oleifera Lam has biological activity and could be used as an potential
antimicrobial.

Keywords: Antibacterial activity, Moringa oleifera, polyphenol, flavonoids.

INTRODUCCION

Los productos naturales poseen la ventaja de que sus principios activos se encuentran en
proporciones biolégicamente equilibrados debido a la presencia de sustancias complementarias que
se potencian entre ellas y proporcionan como resultado efectos biolégicos balanceados y menos
efectos indeseables. Por lo tanto, se hace necesario se llevan a cabo cuantiosos experimentos
cientificos para evaluar la eficacia terapéutica de la planta y su posible toxicidad.® Que retna los
requisitos de calidad, seguridad y eficacia, para conocer la composiciébn quimica y los principios
activos que le atribuyen las propiedades a las plantas, que permiten sustentar su uso, asegure su
aplicacion libre de riesgos y cumpla con todo lo establecido en los lineamientos internacionales para
la evaluacion y control de los medicamentos herbarios.?®

Moringa oleifera pertenece a la familia Moringaceae, género Moringa que cuenta con 13 especie,
siendo esta especie la mas estudiada.®® Compuestas por diferentes ecotipo como: Supergenius, Plain

y Criolla, esta ultima es cultivada bajo las condiciones climatolégicas de cada pais.

[(e)m|(e)m| ()N &N (e e)n 5 e xe)n Ee)n e e mn e e §en e e e s(e)mn e )
51


http://www.rcfa.uh.cu/

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias/www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 6/No. 1 - 2020
Junio

) o)) O e .o . o o O ) ) ). ) ) o e o
En Cuba Moringa oleifera es conocida como tilo blanco o palo blanco. Se encuentra distribuida a lo

largo del territorio nacional y es reconocida por los habitantes por las propiedades nutritivas y
medicinales que ofrecen las hojas. Una de las caracteristicas distintivas de la planta es que en sus
hojas, se acumulan altos contenidos de compuestos fendlicos estudiados por sus aplicaciones
biologicas® que ejercen su accion como, antimicrobiano® esta accion antimicrobiana puede ser
utilizada como estrategia o alternativa terapéutica para controlar infecciones bacterianas que afectan
al humano, que en el contexto actual, es uno de los grandes retos que afronta el desarrollo de
farmacos, debido a la aparicion de cepas multirresistentes y la escasez de tratamientos alternativos.®
Por lo que se impone el estudio de plantas con estas propiedades. El objetivo del trabajo es
determinar el contenido de polifenoles y flavonoides de las hojas secas de Moringa oleifera cultivadas
en Cuba, y evaluar la actividad antimicrobiana que le confieren estos metabolitos.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal.
El material vegetal que se utilizé corresponde a las hojas de Moringa oleifera Lam de las variedades
Supergenius, Plain y Criolla, cosechadas en la Finca el Lechero del municipio La Lisa, en terrenos
destinados a el cultivo con fines farmacéuticos de la ECTI “Sierra Maestra.” Las hojas se recolectaron
después de los 90 dias de establecido el cultivo, la recolecta se realizd en el mes de junio del afio
2019 en La Habana, por periodos de 45 dias, que comenzo con el desprendimiento de las ramas de
abajo hacia arriba, sin llegar a la yema terminal (3 Ultimas ramas) de la planta. Posteriormente se
eliminan de forma manual las ramas y las hojas maduras (despalille), seguidamente las hojas se
someten a un lavado mecanico e inmediatamente, son centrifugadas. El secado se realiza en hornos
solares CONA a una temperatura menor de 45 °C. Las hojas secas se conservan en bolsas de
polietileno hasta su analisis.
Obtencién de los extractos hidroalcohdlicos y acuosos.
Con cada muestra vegetal de las tres variedades de hojas secas de Moringa oleifera (Plain,
Supergenios y Criolla) se prepararon extractos acuosos e hidroalcohdlicos al 70% (1/10) segun la
metodologia descrita por Miranda.(” La extraccién hidroalcohdlica (etanol/agua) se realiz6 por el
método de maceracion durante 6 dias con cambio del disolvente al tercer dia a temperatura entre 25-
28 °C, mientras que la extraccion acuosa fue preparada por maceracion a una temperatura menor de
50 °C.
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Determinacion del contenido de polifenoles totales.

El contenido de polifenoles totales se determiné de acuerdo a la metodologia descrita en la
Farmacopea Britanica® empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu en medio basico. La concentracion
de polifenoles fue detectada por la formacién de sales de tungsteno y molibdeno utilizando el pirogalol
(Merck) como patrén.

La curva patron se prepar6 a una concentracion de 0,5 mg/mL a partir de la cual se realizaron
diluciones para obtener concentraciones de 0,005, 0,015, 0,025, 0,030 y 0,050 mg/mL Se tomaron 96
ML de cada concentracion de los extractos a evaluar, las que se mezclaron con 480 pyL de agua
destilada, 48 pL del reactivo acido fosfomolibdico-fosfotingistico (Folin-Ciocalteu) y 576 pL de
Na,COs al 29 %. Se utiliz6 como blanco agua destilada. La mezcla fue incubada a temperatura
ambiente durante 30 minutos protegida de la luz y se midi6 la absorbancia a 760 nm en
Espectrofotometro (SHIMADSU UV160-A). Los ensayos se realizaron por triplicado. El resultado fue
expresado como miligramos equivalentes de pirogalol por gramos de extracto seco.

Determinacion del contenido de flavonoides.

El contenido de flavonoides se determin6 por el método de Woisky® modificado, empleando como
patrén de referencia la quercetina a razén de 10 mg disueltos en etanol al 80%, para preparar
concentraciones de 0,025, 0,050 y 0.100 mg/mL. 0,5 mL de cada una de las muestras se trataron con
1,5 mL de etanol 95 %, 0,1 mL de cloruro de aluminio (10 %), 0,1 mL de acetato de potasio (1M) y 2,8
mL de agua destilada. La mezcla se incub6 a temperatura de 30 °C durante 30 min y se leyé la
absorbancia a 415 nm en espectrofotometro (SHIMADSU UV160-A). El contenido de flavonoides
totales se expres6 como miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco. El
ensayo se realiz6 por triplicado.

Evaluacién de la actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana se determiné por el método de microdiluciéon seguin el Comité Nacional de
Laboratorio Clinico Estandar (NCCLS) para determinar la Concentracion Minima Letal (CML). Las
cepas utilizadas fueron cepas de referencia: Escherichia coli (ATCC10536), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027), Salmonella
thyphi (ATCC9992), recomendados por NCCLS para estudio de sensibilidad antimcrobiana®® vy
microorganismos aislados a partir de muestras clinicas: Staphylococcus aureus (3cepas),
Acinetobacter iwoffii (2 cepas), Enterobacter agglomerons (1 cepa), Pseudomonas aeruginosa (1
cepa), Escherichia coli (2 cepas) del Hospital Pediatrico "Juan Marquez” de La Habana.

Los microorganismos se ajustaron a 0,5 escala Mac Farland. Se prepararon diluciones dobles de los

extractos desde 100 mg / mL hasta 0,78 mg / mL.

[(e)m|(e)m| ()N &N (e e)n 5 e xe)n Ee)n e e mn e e §en e e e s(e)mn e )
53


http://www.rcfa.uh.cu/

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias/www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 6/No. 1 - 2020
Junio

) o) O e o . . O ) ) ). ) ) o e
Se determiné la Concentraciéon Minima Letal (CML) como la concentracion mas baja del extracto

capaz de inhibir el crecimiento bacteriano y levaduriforme.

Andlisis estadistico.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para el andlisis estadistico se emplearon las medias y
la desviacién estandar como medidas descriptivas de la tendencia central y dispersién de datos
respectivamente. Previo al procesamiento se evalué la normalidad de los datos y la homogeneidad de
varianza mediante las pruebas de Kolmogorov—Smirnov y el test de Bartlett respectivamente. La
comparacion entre grupos se realizé mediante un analisis de varianza de clasificaciobn simple
(ANOVA). Las medias se compararon a través de la prueba de Duncan. Por otro lado, las
correlaciones entre los componentes mayoritarios y la CML se analizaron mediante célculo del
Coeficiente de correlacion de Pearson. Todos los andlisis estadisticos se efectuaron mediante el
paquete estadistico SPSS 10.0.1.

RESULTADOS.
Cuantificacion de polifenoles totales:
La tabla 1 muestra los resultados del contenido de polifenoles de los extractos acuosos e
hidroalcohélicos que presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
El extracto hidroalcohdlico del ecotipo Supergenius mostré la mayor concentracién de polifenoles
(94,54 mg/mL) y la menor el ecotipo Criolla. Mientras que, en la acuosa, esta variedad expresoé la
mayor concentracion de este metabolito (23,97 mg/mL) y la Supergenius la menor.
De manera general se logr6 una mayor concentracién con los extractos hidroalcohdlicos en los
ecotipos estudiados.
Cuantificacion de flavonoides:
El extracto hidroalcohdlico del ecotipo Plain mostr6é la mayor concentracién de flavonoides (110,12
mg/mL) y la menor el ecotipo Criolla (80,91 mg/mL). De igual forma se comportd para la extraccion
acuosa, donde la Plain fue la de mayor concentracién (27,36 mg/mL) y la Criolla la de menor
concentracion (18,44 mg/mL) (Tabla 1)
De igual forma la extraccion hidroalcohdlica extrajo la mayor concentracion de flavonoides con
respecto al acuoso. Esto pudiera estar relacionado con la polaridad de estos compuestos, y la gran
versatilidad en su estructura quimica debido a la presencia de agliconas altamente metiladas hasta

glicésidos.
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Tabla 1. Cuantificacién de flavonoides y polifenoles de las tres ecotipos de Moringa.

Concentracién de flavonoides Concentracién de polifenoles totales (mg
Ecotipo (mg eq. quercetina /g .s) eg. pirogalol /g .s)
Ext. acuoso Ext. 70% Ext. Acuoso Ext. 70%
Criolla 18,44/1,13b 80,91/1,64a 23,97/0,23b 71,23/0,38a
Supergenius 25,11/0,78b 97,67/0,97a 3,89/0,12b 94,54/1,67a
Plain 27,36/0,87b 110,12/0,75a 7,58/0,11b 93,77/0,65a

Leyenda: Los valores expresan el valor medio de las determinaciones/desviacion estandar. Las letras
a, b, indican las diferencias significativas p<0.05 entre solventes para cada ecotipo por el Test de
Bartlett

Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y el contenido de flavonoides.

Se realiz6 un andlisis estadistico de correlacion entre el contenido de estos compuestos presentes en
los extractos acuosos e hidroalcohdlicos para los tres ecotipos y la actividad antimicrobiana. Este
andlisis demostr6 que existe una correlacion negativa y altamente significativa entre las
concentraciones de flavonoides y la concentracion inhibitoria media (Clso) para las cepas S. aureus y
A. iwoffi en los ecotipos Criolla (S. aureus; r=-0,917 y A. iwoffi; r= -0,879) y Supergenius (S. aureus;
r=-0,892 y A. iwoffi; r= -0,747). Por otro lado, el ecotipo Plain mostrd diferente comportamiento
estadistico, siendo la correlaciéon negativa y significativa entre las concentraciones de flavonoides y la
Clso de las cepas Salmonella (r= -0,933) y C.albicans ( r=-0,933). La actividad antimicrobiana de los
extractos frente a las cepas estudiadas pudiera deberse a la presencia de este metaboalito.

Actividad Antimicrobiana:

Los valores de la actividad antimicrobiana se muestran en la Tabla 2.

Los extractos acuosos del ecotipo Criolla inhibieron el 46,66 % de las cepas estudiadas: (Salmonella
Typhi ATCC9992), Staphylococcus aureus (ATCC6538) y Staphylococcus aureus (a.c 3cepas),
Candida albicans (ATCC 10231), mientras que los extractos hidroalcohdlicos inhibieron el 100 % de
las cepas evaluadas. Alcanzando valores de CML (3,13 mg/g). Encontrandose diferencias

significativas entre los extractos acuosos e hidroalcohdlicos para p<0,05.
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Tabla 2: Actividad antimicrobiana de los tres ecotipos de Moringa oleifera.

Microrganismos Criolla Plain Supergenius
Acuoso | 70% | Acuoso 70% | Acuoso 70%
Escherichia coli (ATCC 10536) N 12,55 N 22,67 N 17,62
Salmonella Typhi (ATCC9992) 11,1b 3,13a | 18,42b | 5,66a N 17,62

Staphylococcus aureus (ATCC6538) | 11,1b 3,13a | 18,42b | 5,66a 19,72 N

Candida albicans (ATCC 10231) 11,1b 3,13a | 18,42b 5,66a N 17,62
Staphylococcus aureus (a.c) 11,1b 3,13a | 18,42b 5,66a 19,72b 5,31a
Staphylococcus aureus (a.c) 11,1b 3,13a N 5,66a 19,72b 5,31a
Staphylococcus aureus (a.c) 11,1b 3,13a N 5,66a 19,72b 2,65a
Acinetobacter iwoffii (a.c) 11,1b | 3,13a N 5,66a 9,86b 1,32a
Acinetobacter iwoffii (a.c) N 12,55 N 22,67 9,86b 1,32a
Enterobacter agglomerons (a.c) N 12,55 N 22,67 N 17,62
Pseudomonas aeruginosa (a.c) N 12,55 N N N 10,62
Escherichia coli (a.c) N 12,55 N 22,67 N 17,62
Escherichia coli (a.c) N 12,55 N 22,67 N 17,62

Leyenda: N negativo a, b, indican las diferencias significativas p<0.05 entre los tipos de solventes y

las concentraciones de cada variedad por el Test de Bartlett.

Los extractos acuosos del ecotipo Plain solo inhibieron el 26,66 % de las cepas: Salmonella Typhi
(ATCC9992), Staphylococcus aureus (ATCC6538), Candida albicans (ATCC 10231), Staphylococcus
aureus (a. c) en el caso de los extractos hidroalcohélicos inhibieron el crecimiento en un 93,33 % de
las cepas evaluadas, los extractos hidroalcohdlicos presentan una mejor actividad antimicrobiana.

Los extractos acuosos del ecotipo Supergenius inhibieron el 40% de crecimiento de las cepas:
Staphylococcus aureus (ATCC6538), Staphylococcus aureus (a. ¢ 3 cepas) Acinetobacter iwoffii (a. ¢
2 cepas), mientras que los extractos hidroalcohdlicos mostraron un 93.33 % de inhibicion de las
cepas evaluadas con una CML de (1,32 mg/g b.s). Encontrandose diferencias significativas para
(p<0,05).

DISCUSION.
El contenido de polifenoles concuerda con lo planteado por Peschel,®? quién afirmé que las mezclas
hidroalcohdlicas son frecuentemente empleadas para la extraccion de este compuesto en Moringa.

Por otra parte, la adicion de agua en un 30 o 40% favorece también la extraccion. Otros estudios
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sefalan que hay varios disolventes empleados en la identificacion de este metabolito como es el éter,

el etanol y las mezclas de etanol/agua.®?

La presencia de polifenoles en productos alimenticios, presentan gran impacto sobre la salud humana
porque previene estados de enfermedades como la hipertension,*®  enfermedades
neurodegenerativas,*¥ propiedades citotoxicas y apoptdtiocas en células cancerigenas. Existen
evidencias que acttan sobre la forma oxidada de las LDL que son los responsables del aumento de
grasas en las arterias.*® Ademas, los compuestos fendlicos inhiben enzimas esenciales para la
sintesis de la membrana de las bacterias, es decir actian interrumpiendo el mecanismo de sintesis
de la membrana celular.®®

Los valores encontrados en el contenido de flavonoides fueron similares a los obtenidos por Moya®”y
Cabrera®® quiénes encontraron concentraciones de este metabolito en las hojas de Moringa, con
valores de 86,34 mgQE/ml ext y 34,85 mg/g respectivamente. Ademas, esta en concordancia con lo
publicado por otro autor, quién plantea que este compuesto contribuye a la inhibicion del crecimiento
microbiano por diversos mecanismos.®® Los flavonoides son un grupo importante de compuestos
naturales ampliamente distribuidos en el reino vegetal, los cuales poseen propiedades significativas
en farmacologia, como agente antimicrobiano.

La CML mostr6 diferencias significativas en el ecotipo Criolla y se debe a la elevada concentracién de
metabolitos presentes en los extractos hidroalcohdlicos, que inhiben el crecimiento bacteriano porque
los compuestos fendlicos actlan en la inhibicion de enzimas por los compuestos oxidados
posiblemente mediante reacciones del grupo sulfihidrilo o por interacciones no especificas con
proteinas. @V

La inhibicion en los extractos hidroalcohélicos del ecotipo Plain se debe a la combinacion de etanol -
agua la cual es beneficiosa para la extracciéon, puesto que el agua provoca la hinchazéon de la hoja, lo
gue permite que el etanol debilite con mas facilidad el enlace entre el soluto y la matriz vegetal. Por
otra parte, las mezclas hidroalcohdlicas aumentan la permeabilidad de la pared celular, facilitando la
eficiente extraccion de fenoles de elevada, mediana y baja polaridad. ??

La evaluacién del ecotipo Supergenius arrojé que los extractos hidroalcohdlicos presentaron mejor
CML que los extractos acuosos, estos mostraron una mayor resistencia frente a las bacterias Gram
negativas, efectos similares fue encontrado por Akhtar®® cuando probo la actividad antibacteriana de
extractos acuosos con bacterias Gram negativas: E. coli, Salmonella s.p, P. aeruginosa.

La actividad bioldgica de los extractos etandlicos y acuosos de Moringa inhibié el crecimiento de las
cepas de S. aureus. Estos resultados son analogos a los informados por Paikra® quien reporta que
las hojas de la planta inhiben el crecimiento de S. aureus. Esta bacteria es patdogena y causa diversas

enfermedades en humanos, presentando resistencia frente a los antibiéticos.
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Las bacterias Gram positivas son mas sensibles a los productos naturales que las bacterias Gram

negativas debido a la estructura de la membrana y la pared celular tanto a nivel morfolégico como
fisiologico. Las bacterias Gram negativas poseen membrana externa resistente a los agentes
antimicrobianos.® La pared celular de las bacterias Gram negativas contienen peptidoglucano,
lipoproteina exterior y lipopolisacaridos que emergen hasta la superficie bacteriana, en general, esta
es permeable sin selectividad especifica.

Sin embargo, la membrana externa es semipermeable, lo cual delimita el paso de moléculas grandes,
como es el caso de los metabolitos secundarios presentes en los extractos alcohdlicos. %%

Con relacién a la actividad antimicrobiana con la cepa Candida albicans, los extractos de los tres
ecotipos evaluados inhibieron el crecimiento microbiano, exceptuando la extraccibn acuosa de
Supergenius que no mostré actividad, lo cual tiene similitud a lo planteado por Moyo.?” Segun
Martin,®® encontré que los extractos acuosos presentan poca actividad antimicrobiana. Lo que puede
estar dado a que el agua extrae otros metabolitos que pueden interactuar antagénicamente en esta
actividad. Plantean ademas que los principios activos de las plantas no son facilmente extraidos con
agua.

Los resultados del estudio sugirieron que los extractos de hojas secas de M. oleifera de forma general
presentan un potencial de compuestos antimicrobianos contra patégenos y su capacidad para eludir
los mecanismos de resistencia, lo cual podria contribuir al tratamiento y la erradicacion de
enfermedades infecciosas. Estos resultados avalan la continuidad de otras investigaciones en la
busqueda de compuestos en las hojas seas de M. oleifera que presentan actividad antimicrobiana.
Moringa oleifera se presenta como una planta medicinal con benéficas implicaciones en el
mejoramiento de la calidad de vida. En este estudio se evidencié que los extractos acuosos e
hidroalcohélicos de las hojas de los tres ecotipos analizados de esta especie contienen polifenoles
totales a una concentracion que varian entre 3,89 y 110,12 mg/mL y una actividad antimicrobiana
frente a los cultivos evaluados, siendo superior el efecto para los extractos hidroalcohdlicos del
ecotipo Criolla. Es de gran interés el enfoque sobre el estudio de las partes de esta planta a corto,

mediano y largo plazo, asi como sus repercusiones y bienestar en el ser humano.
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