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Resumen

Chemical  characterization
and antibacterial activity of
the essential oil of Mangifera
indica L. in three regions of
Venezuela
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6leo essencial de Mangifera
indica L. em trés regides da
Venezuela

Abstract

Resumo

El presente trabajo describe la caracterizaciéon
quimica cuali-cuantitativa y la evaluacion
antibacteriana de los aceites esenciales (AE)
presentes en las hojas de Mangifera indica L., los
cuales fueron recolectados en los estados de
Mérida (M), Barinas (B), y Portuguesa (P), en la
Republica Bolivariana de Venezuela, empleando
la técnica de la hidrodestilacién, acoplada a
la trampa de Clevenger, obteniéndose 0,1 mL
(0,0025%), 1,4 mL (0,035%) y 1,0 mL (0,025%),
respectivamente. Los AE se caracterizaron
por el método de cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (CG/EM).
Se identificaron 30 compuestos en la muestra
recolectada en M, 24 en B y 14 en P, siendo
los principales en M: p-selineno (22,56%),
a-gurjuneno (14,66%) y f-cariofileno (10 40%);
en B: f-cariofileno (36,32%), o-humuleno
(22,71%) y a-gurjuneno (21,43%); y en P:
[-cariofileno (36,07%), a-gurjuneno (22,55%) y
a-humuleno (21,24%). Debido al rendimiento,
solo se determind la actividad antibacteriana
en los AE de B y P, por el método de difusion
en agar con discos, frente a bacterias de
referencia internacional (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357 y Pseudomonas aureginosa ATCC
27853). Ambos AE inhibieron el desarrollo de
S. aureus y E. faecalis con una concentracion
inhibitoria minima de 200 pL/mL y 300 pL/
mL, respectivamente. Este es el primer estudio
comparativo y actividad antibacteriana del
aceite esencial obtenido de las hojas de M. indica
L. de tres regiones de la Republica Bolivariana
de Venezuela.

The present work describes the qualitative-
quantitative chemical characterization of
essential oils (EO) present in the leaves of
Mangifera indica L. which were collected in the
states of Mérida (M), Barinas (B), and Portuguese
(P), in the Bolivarian Republic of Venezuela,
using the technique of hydrodistillation,
coupled to the trap of Clevenger. Volumes of
0.1 mL (0.0025%), 1.4 mL (0.035%) and 1.0
mL (0.025%) were obtained, respectively.
The essential oils were characterized by the
method of gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC/MS). 30 compounds
in the sample collected in M, 24 in B and
14 in P were identified, being the majority
in the M: f-selinene (22,56%), a-gurjunene
(14,66%) and p-caryophyllene (10 40%); en
B: f-caryophyllene (36,32%), a-humulene
(22,71%) and a-gurjunene (21,43%); and in
P: f-caryophyllene (36.07%), a-gurjunene
(22.55%) and a-humulene (21.24%). Due
to the low yield, the antibacterial activity
was determined in the EO of B and P, by the
agar diffusion method with disks, by various
international reference bacteria (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Pseudomonas
aureginosa ATCC 27853). Both AE inhibited the
development of S. aureus and E. faecalis with a
minimum inhibitory concentration of 200 pL/
mL and 300 pL/mL, respectively. This is the first
comparative study and antibacterial activity of
the essential oil obtained from the leaves of
M. indica L. in three regions in the Bolivarian
Republic of Venezuela.

O presente trabalho descreve a caracterizagdo
quimica qualitativa e quantitativa e a avaliagdo
antibacteriana dos dleos essenciais (EA)
presentes nas folhas de Mangifera indica L.,
quais foram coletadas nos estados de Mérida
(M), Barinas (B) e Portugués (P), na Republica
Bolivariana da Venezuela, utilizando a técnica
de hidro-destilacdo, acoplada a armadilha de
Clevenger, obtendo 0,1 mL (0,0025%), 1,4 mL
(0,035%) e 1,0 mL (0,025%), respectivamente.
Os EAs foram caracterizados pelo método de
cromatografiagasosaacopladoaespectrometria
de massa (GC / MS). Foram identificados trinta
compostos na amostra coletada em M, 24 em
B e 14 em P, sendo os principais M: -selineno
(22,56%), a-gurjuneno (14,66%) e f-cariofileno
(10 40%); em B: f-cariofileno (36,32%),
a-humuleno (22,71%) e a-gurjuneno (21,43%);
e em P: f-cariofileno (36,07%), a-gurjuneno
(22,55%) e a-humuleno (21,24%). Devido ao
rendimento, apenas a atividade antibacteriana
nos EA de B e P foi determinada, pelo método
de difusdo em dgar com discos, contra bactérias
de referéncia internacional (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 23357 e Pseudomonas
aureginosa ATCC 27853). Ambos os EA inibiram
o desenvolvimento de S. aureus e E. faecalis com
uma concentragdo inibitéria minima de 200
pL/mL e 300 pL/mL, respectivamente. Este
é o primeiro estudo comparativo e atividade
antibacteriana do dleo essencial obtido
das folhas de M. indica L. de trés regides da
Reptiblica Bolivariana da Venezuela.
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Introduccion

Mangifera indica L. (mango) de la familia Anacardiaceae es considerada
una de las principales frutas tropicales del mundo, la cual se cree se origind
en Asia [1]. Varias partes de la planta son usadas en la medicina tradicional
para el tratamiento de diferentes dolencias. Al respecto, diversos estudios
han demostrado el potencial farmacologico de algunas de las partes del arbol
de M. indica L. (hojas, cortezas, cascara y pulpa de frutas, semilla, raices y
flores), ya que estas poseen propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antidiabéticas, antioxidantes, antibacterianas, antifingicas, antihelminticas,
gastroprotectoras,hepatoprotectoras,inmunomoduladoras,antiplasmodiales,
antihiperlipémicas, inmunoestimulantes y antihiperalgésicas [2-5]. Con
relacion a la composicion quimica de M. indica L., se han reportado
varios constituyentes bioactivos como polifenoles, terpenos, esteroles,
carotenoides, vitaminas y aminoacidos, entre otros [2, 6].

El incremento de bacterias resistentes a los antimicrobianos sintéticos,
sobre todo en ambientes hospitalarios, representa un problema de salud
publica a nivel mundial [7, 8]. Por lo tanto, la busqueda de nuevos
metabolitos con actividad antibacteriana es fundamental, razon por la cual,
los productos naturales son una fuente importante para la investigacion.

Dado lo anterior, en este estudio se analizd la composicion quimica
y la actividad antibacteriana del aceite esencial obtenido de las hojas de
la especie M. indica L., las cuales fueron recolectadas en tres regiones
de la Republica Bolivariana de Venezuela. La investigacion se baso en la
descripcion de la actividad antibacteriana en los extractos obtenidos de
diferentes partes de la planta de M. indica L. [9-14], con el objetivo de
contribuir con la caracterizacion de esta especie. Este es el primer estudio
comparativo acerca de la actividad antibacteriana del aceite esencial
procedente de las hojas de M. indica L. de tres regiones de Venezuela.

Materiales y métodos

Recoleccién del material vegetal

Las hojas de M. indica L. fueron recolectadas en los estados de Mérida
(Herbario MERF, Facultad de Farmacia y Bioanalisis), en octubre del afio
2014, Barinas (Barinas) y Portuguesa (Guanare), en septiembre del afio
2014, en la Republica Bolivariana de Venezuela. La planta fue identificada
por el profesor Pablo Meléndez. Los vaucher N° RPO1, RP02 y RP03 fueron
depositados en el herbario MERF Ruiz Teran de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Extraccion del aceite esencial de las hojas de
Mangifera indica L.

Las hojas frescas (4,0 kg) de cada uno de los estados se cortaron en pequefios
trozos y se sometieron a hidrodestilacion durante 3 h, usando la trampa de
Clevenger. El aceite esencial obtenido se sec6 con Na,SO, y se mantuvo a
4-6 °C bajo atmosfera de nitrogeno.

Identificacion de los componentes del aceite
esencial de las hojas de Mangifera indica L.

Se realiz6 a través de Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria
de Masas (CG-EM), empleando el equipo marca Heweltt Packard modelo
6890 con una columna de fenil-metil-polixilosano de 30 m y 0,25 mm de
diametro (HP-5 MS) y con un detector de masa marca Heweltt Packard
MSD 5973.
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Se prepar6 una solucion al 2% (20 pL del aceite + 1 mL del éter dietilico)
y se inyectd 1 pL en el equipo, para su andlisis el tiempo fue de 50 min,
con un programa de temperatura inicial de 60 °C, siguiendo intervalos de
aumento de 4 °C/min, hasta una temperatura final de 260 °C con un Split de
100:1. La caracterizacion e identificacion de los compuestos obtenidos se
realizé utilizando la base de datos Wiley MS Data Library 6" edicion [15].

Calculo del indice de Kovats

Se determinaron los indices utilizando el mismo equipo mencionado
anteriormente con una serie de patrones de n-parafinas desde C, hasta C,,
[16].

Determinacion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales se determind por
el método de difusion en agar con discos de papel, de acuerdo con la
metodologia descrita por Velasco et al. [17].

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM)

La CIM se define como la concentracion mas baja capaz de inhibir el
crecimiento del microorganismo visible [18]. La CIM se determind
unicamente en los microorganismos que mostraron ser sensibles al aceite
esencial. Para determinar la CIM se prepararon diluciones del aceite
esencial con DMSO en un rango de concentracion de 100-900 pL/mL y se
impregnaron discos con 10 pL de cada dilucion. Los ensayos se realizaron
por duplicado.

Resultados y discusién

Del proceso de hidrodestilacion de las hojas frescas de M. indica L. se
obtuvo 0,1 mL de AE del estado de Mérida, 1,4 mL del estado de Barinas y
1,0 mL del estado de Portuguesa para un rendimiento de 0,0025%, 0,035%
y 0,025%, respectivamente, con las siguientes caracteristicas: aspecto
transparente, olor caracteristico y color amarillo claro.

En la tabla 1 se muestran los compuestos identificados de los aceites
esenciales. Se logro la identificacion del 90,97% de los componentes de la
muestra recolectada en el estado de Mérida, del 96,94% de la del estado de
Barinas y del 98,55% de la del estado de Portuguesa.

Al comparar los tres aceites esenciales se observaron diferencias
cualitativas y cuantitativas segun la procedencia de la planta. Asi, se
identificaron 30 compuestos en la muestra recolectada en M¢érida, 24
en Barinas y 14 en Portuguesa. Esta diferencia podria atribuirse a las
condiciones climaticas, la composicion de los suelos, la altitud, entre
otros [19, 20]. Sin embargo, la naturaleza de los compuestos de los tres
aceites esenciales obtenidos de las hojas de M. indica L. contiene en mayor
proporcion sesquiterpenos hidrocarbonados, con valores entre el 67 y
93%. Se hallo f-cariofileno en un 36% para Barinas y Portuguesa y en un
10,49% para Mérida; S-selineno en un 22,56% para Mérida; a-gurjuneno
en un 21,43% para Barinas, en un 22,55% para Portuguesa y en un 14,66%
para Mérida; y a-humuleno en un 22,71% para Barinas y en un 21,24%
para Portuguesa. Estos resultados se corresponden con estudios realizados
recientemente en Brasil, como, por ejemplo, Oliveira ef al. [3]. En este
estudio se analiz6 el aceite esencial obtenido de las hojas de dos variedades
de M. indica L.
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Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial obtenido de las hojas de Mangifera
indica L. de los estados Mérida, Barinas y Portuguesa.

) o, o, o,
pieo| R | Compuesto | M| B | e | | e
1 3,91 3-hexeno-1-ol 0,72 0,70 3,37 | 859 | 857
2 | 547 a-pineno 1,18 0,08 1,19 | 939 | 932
3 6,76 p-Mirceno 0,50 - - 990 | 976
4 | 732 S-careno 638 | 0,09 | 1,97 | 1008 | 994
5 | 7,71 p-cimeno 0,89 - - 1024 | 1006
6 7,87 f-felandreno 5,66 - - 1029 | 1013
7 | 12,69 Criptono 0,60 - - 1185 | 1186
8 | 17,59 d-elemeno 0,67 0,19 0,80 | 1338 | 1344
9 [19,34 S-elemeno 1,43 1,12 - 1390 | 1396
10 | 20,06 o-gurjuneno 14,66 | 21,43 | 22,55 | 1409 | 1421
11 | 20,30 p-cariofileno 10,40 | 36,32 | 36,07 | 1419 | 1429
12 | 20,82 Aromadendreno - 0,12 - 1441 | 1447
13 | 21,32 a-humuleno 6,19 | 22,71 | 21,24 | 1452 | 1465
14 | 21,51 ammi}lz'dmm 1,70 | 1,68 | 1,57 | 1460 | 1471
15 | 21,77 A”Stotli‘;’_c;;no 431 276 - - | 1473 | 1480
16 | 21,82 Y-gurjuneno 0,73 0,37 0,72 | 1477 | 1482
17 | 22,13 Germacreno-D 1,43 1,00 0,65 | 1485 | 1492
18 | 22,25 p-selineno 22,56 | 0,54 - 1490 | 1501
19 | 22,51 Valenceno 1,70 - - 1496 | 1505
20 | 22,58 Ledeno 4,55 4,42 7,21 | 1497 | 1506
21 | 22,61 | Biciclogermacreno - 3,31 - 1500 | 1507
22 | 22,83 o-farneseno - 1,16 0,59 | 1505 | 1514
23 | 23,22 Epi-o-selineno 0,92 - - 1522 | 1526
24 | 23,37 d-cadineno 0,60 0,25 - 1523 | 1530
25 | 24,34 Germacreno B 0,89 0,38 - 1561 | 1561
26 | 24,66 Palustrol 0,70 0,40 - 1567 | 1570
27 | 24,93 Espatulenol 1,27 0,38 - 1578 | 1579
28 | 25,11 Cgr’;:)‘i.l"le‘ifo 338 | 127 - | 1583 ] 1585
29 | 25,35 Globulol 0,78 0,44 0,45 | 1590 | 1591
30 | 25,68 Ledol 1,03 | 049 | 053 | 1602 | 1600
31 | 25,85 Epoxido de 1,19 - - | 1608 | 1607
humuleno
32 | 27,10 T-muurolol 0,82 0,17 - 1646 | 1658
33 | 32,69 Salt:;‘l];tloo de 0,57 . - | 1865 | 1881
Hldrocg;bigzcl)jsa dA(:;fatlcos 132 0,70 337
Hidrocarburos Monoterpénicos 14,61 0,17 3,16
Hidrocarburos Sesquiterpénicos | 67,06 | 93,09 | 91,04
Sesquiterpenos oxigenados 7,98 2,98 0,98
Total identificado 90,97 | 96,94 | 98,55

TR: tiempo de retencion. % Area: area relativa del AE M (aceite esencial del estado
Mérida), porcentaje de area del AE B (aceite esencial del estado Barinas), porcentaje
de éarea del AE P (aceite esencial del estado Portuguesa). IK . indice de Kovits
tomado de la bibliografia [15]. IK | : indice de Kovats calculado con la temperatura
programada en la columna HP-5 MS (Wiley, NIST).

Se encontraron, en gran medida, compuestos de la variedad Espada
sesquiterpenos, tales como: p-selineno (34,90%), cipereno (22,40%),
(E)-cariofileno (16,39%), a-humuleno (10,84%), terpinoleno (2,31%) y
o-selineno (2,31%). De la variedad Corazao de boi se hallaron: cipereno
(32,62%), (E)-cariofileno (26,91%), a-humuleno (17,12%), terpinoleno
(2,32%), p-selineno (5,70%) y mirceno (2,80%). En el mismo afio,
Fontanelle et al. [21] sefialaron, como constituyentes principales, para la
variedad Tommy-Atkins los siguientes compuestos: f-selineno (29,49%),
oxido de cariofileno (12,40%) y epoxido II de humuleno (8,66%); y para las
variedades Rosa, Moscatel y Jazmin: 6xido de cariofileno (23,62, 48,42 y
30,77%, respectivamente) y epoxido Il de humuleno (11,56,23,45y 16,27%,
respectivamente). Por otra parte, Gebara et al. [22] también reportaron altas
proporciones de estos compuestos en el aceite esencial obtenido de las hojas
de la variedad Coquinho. En Nigeria, el analisis del aceite esencial obtenido
de las hojas de M. indica reveld que este era rico en sesquiterpenos (70,3%),
siendo los compuestos mas encontrados: d-3-careno (20,5%), a-gurjuneno
(19,2%), p-selineno (13,9%) y f-cariofileno (13,7%) [6].

Las especies de M. indica L. de Barinas y Portuguesa crecen en climas
muchos mas calidos, con temperaturas promedio anual entre 22 y 32 °C y
con una altitud de 107 y 187 m.s.n.m, respectivamente, en comparacion a
la especie del estado de Mérida, la cual se desarrolla a temperaturas mas
bajas (temperatura promedio anual entre 12 y 20 °C y una altitud de 1630
m.s.n.m). Tras analizar los componentes mayoritarios, se pudo observar que
estos tienen un origen comun a partir del £, E-farnesil. Solo la biosintesis
de la especie de Mérida produce selineno (2) mientras que la de Barinas
y Portuguesa producen a-humuleno y f-cariofileno (Figura 1) [23]. Esta
diferencia podria atribuirse a los siguientes factores, los cuales influyen en
el contenido de metabolitos secundarios y en los cambios de las condiciones
fisicas: clima, temperatura, agua, afios, radiacion UV, depredadores,
variaciones fisiologicas, factores genéticos, nutrientes, evolucion, altitud,
composicion atmosférica, entre otros. Estos factores contribuyeron a la
evolucion de la especie para adaptarse y sobrevivir en el medio ambiente
que la rodea [24, 25].

[selineno (1
E A
= catién germacnl
E/ (partenolido)
® Y
., . a-gurjuneno (2
cation E,E-famesil \
—_—

e-humuleno (3) f-cariofileno (4)

Figura 1. Esquema de la biosintesis de f-Selineno, a-humuleno y fS-cariofileno.

Respecto a la evaluacion de la actividad antibacteriana, el aceite esencial
obtenido de las hojas de M. indica L. de los estados Barinas y Portuguesa
inhibi6 el crecimiento de las bacterias Gram positivas, S. aureus y E. faecalis,
con un valor de CIM de 200 pL/mL y 300 pL/mL, respectivamente, para
ambos estados (tabla 2). Debido al bajo rendimiento obtenido del aceite
esencial del estado de Mérida (0,1 mL), no fue posible determinar dicha
actividad.
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De acuerdo con la literatura consultada, este es el primer reporte sobre
actividad antibacteriana del aceite esencial obtenido de las hojas de esta
especie.

Tabla 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial obtenido de las hojas de
Mangifera indica L. de los estados Barinas y Portuguesa.

Zona de inhibicién* (mm)
_ i _ CIM
Aceite esencial Compuestos de Referencia (control)
] . ‘ WL/mL
Microorganismos Portuguesa | Barmmas | OX | VA | CXM | ATM | CEF
Staphvlococcus aureus
11* 10* 26 200
ATCC 25923
Enterococcus faecalis
9* 9% 23* 300
ATCC 29212
Klebsiella pneumoniae
NA NA 33% NP
ATCC 23357
Escherichia coli ATCC
NA NA 22% NP
25922
Pseudomonas aeruginosa
NA NA 31* NP
ATCC 27853

*mm de los halos de inhibicion diametro del disco 6 mm, media tomada de dos ensayos
consecutivos; NA: no activo; NP: no probado. OX: oxacilina; VA: vancomicina;
CXM: cefuroxima; ATM: aztreonam; CEF: cefepime; CIM: concentracion inhibitoria
minima rango 100-900 pL/mL.

Son numerosas las investigaciones realizadas para evaluar la actividad
antibacteriana de los extractos con diferentes solventes de varias partes del
arbol de M. indica L., con relacion a los extractos de hojas [26]. Estas,
seflalan que el extracto con cloroformo de las hojas de M. indica L.,
recolectado en Nigeria, fue activo frente a S. aureus. Por otra parte, Islam
et al. [9] mostraron el efecto antibacteriano del extracto metanodlico de las
hojas de una variedad de mango localizada en Bangladesh, el cual inhibi6 el
desarrollo de S. aureus, Streptococcus agalactiae, Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis y Lactobacillus bulgaricus. La actividad
frente a B. cereus también fue reportada por Madduluri et al. [27] en
extractos metanodlicos y etandlicos de las hojas de M. indica procedente de
la India. Bharti [28] refiere que los extractos de hexano y hexano / acetato
de etilo de las hojas de M. indica (India) ejerce prometedores efectos
antibacterianos contra Mycobacterium tuberculosis, Enterobacter aerogenes
y Streptococcus pyogenes. Chandrashekaret e al. [29] informaron que el
extracto etandlico de las hojas de M. indica L., puede inhibir el crecimiento
de Streptococcus mutans.

El extracto de acetona de las hojas de M. indica L., cultivada en
Pakistan, inhibi6 el desarrollo de Sa/monella Typhi multirresistente [30].
La mayoria de estos resultados coinciden en la actividad frente a bacterias
Gram positivas. Esta actividad, para el caso del aceite esencial obtenido
de las hojas de M. indica L., evaluado en este estudio, se puede atribuir a
la presencia del compuesto mayoritario f-cariofileno (36%), al cual se le
ha descrito actividad antibacteriana frente a S. aureus [31, 32]. En cuanto
a la actividad antibacteriana, con relacion al mecanismo de accion de los
aceites esenciales como agentes antibacterianos, se debe considerar el gran
nimero de componentes quimicos existentes en estos, ya que no presentan
un mecanismo especifico. Es posible afirmar que el mecanismo de accion
podria estar dirigido a inhibir la sintesis del peptidoglicano, compuesto
principal de la pared celular de este grupo bacteriano. Esto se debe a la
presencia de los extremos lipofilicos de la membrana celular de las bacterias
Gram positivas que pueden facilitar la penetracion de los compuestos
hidréfobos [33, 34, 35].

16

Conclusiones

A partir de este estudio, se puede concluir que el AE obtenido de las
hojas de M. indica L. estd compuesto, principalmente, por sesquiterpenos
hidrocarbonados con valores entre 67 y 93%. Los siguientes compuestos
predominan segin la region: p-cariofileno (B: 36,32%, P: 36,07%),
f-selineno (M: 22,56%), a-gurjuneno (M: 14,66% B: 21,43% y P:
22,55%), p-cariofileno (M: 10,40%) y a-humuleno (B: 22,71% y P:
21,24%). El AE obtenido de las hojas de M. indica L, recolectado
en Barinas y Portuguesa, inhibio el desarrollo de las bacterias Gram
positivas, S. aureus y E. faecalis, con valores de CIM de 200 pL/
mL y 300 pL/mL, respectivamente. Dicho resultado brinda una
alternativa terapéutica frente a estos patogenos de importancia clinica.
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