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RESUMEN

Laresistencia antimicrobiana representa uno de los principales riesgos para la salud
publica y la produccion animal, lo cual ha incitado la busqueda de alternativas
naturales con actividad antibacteriana. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la actividad antimicrobiana y antioxidante del extracto de Eucalipto frente a
Escherichia coli mediante la técnica de difuisién en agar. Se emplearon hojas de
Eucalyptus spp, de las cuales una vez que se obtuvo el material seco se prepararon
los extractos foliares utilizando diferentes solventes de distinta polaridad: agua
destilada (extracto acuoso, AQ), etanol al 96 % (extracto etandlico, ET) y etanol al
70 % (extracto hidroalcoholico, HA70), cada uno por triplicado (R1, R2 y R3) y
posteriormente se evaluo su efecto antioxidante e inhibitorio sobre el crecimiento
bacteriano. No se observo diferencias significativas entre los tres solventes en la
evaluacion de fenoles y flavonoides totales. Los extractos HA70 y AQ mostraron
una elevada actividad antioxidante y dependiente de la concentracion superando el
70%-97% de inhibicién. Los resultados muestran que el solvente hidroalcohdlico es
el mas eficiente para obtener extractos foliares. Se concluye que el uso de extractos
vegetales formal una linea de investigacion prometedora para reducir el uso

indiscriminado de antibidticos y al manejo de la resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: Eucalipto, Extractos foliares, Resistencia bacteriana, Fenoles,

Flavonoides

Vi



indice de cuadros

Cuadro 1 Contenido de fenoles totales en extractos foliares de Eucalyptus spp..51

Cuadro 2 Contenido de flavonoides totales en extractos foliares de Eucalyptus spp.

Cuadro 3 Porcentaje de inhibicion del radical DPPH por concentracion. .............. 53

Cuadro 4 Diametro del halo de inhibicion (mm) de los extractos frente a E. coli. .54

vii



indice de figuras

Figura 1 Preparacién de tres extractos en vaso precipitado por solvente. ............ 46
Figura 2 Preparacién de diluciones de extractos por triplicado. ........c.cccccevvvvvvenenn. 47
Figura 3 Cuantificacion de flavonoides totales en espectrofotometro. ................... 48

viii



1. INTRODUCCION

Laresistencia a los antimicrobianos constituye uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial, al comprometer la eficacia de los tratamientos
disponibles y limitar las opciones terapéuticas frente a infecciones bacterianas
(Munita y Arias, 2016). El uso intensivo e inadecuado de antibioticos, tanto en
medicina humana como en produccion animal, ha acelerado la aparicion y
diseminacién de bacterias resistentes (Rhouma et al., 2023). En el ambito
veterinario, esta problematica adquiere especial relevancia, ya que los animales
pueden actuar como reservorios de genes de resistencia que se transfieren al ser

humano y al ambiente (Serna y Gonzalez-Zorn, 2022).

Entre las bacterias de mayor importancia en este contexto se encuentra Escherichia
coli, un microorganismo presente en el tracto gastrointestinal de animales y
humanos que incluye cepas patdégenas responsables de infecciones intestinales y
extraintestinales (Croxen et al., 2013; Giono-Cerezo et al., 2020). Por su amplia
distribucion, su capacidad para adquirir mecanismos de resistencia y su facilidad de
cultivo, E. coli es ademéas ampliamente utilizada como microorganismo modelo en

la evaluacion de nuevos agentes antibacterianos (Guerra et al., 2019).

Ante este panorama, la busqueda de alternativas a los antibidticos convencionales
ha cobrado un interés creciente, destacando el aprovechamiento de los metabolitos
secundarios de las plantas como fuente de compuestos con actividad biologica
(Cowan, 1999; Gorniak et al., 2023). Diversas especies vegetales han demostrado

propiedades antimicrobianas y antioxidantes atribuibles a su composicion



fitoquimica, lo que las posiciona como candidatas para el desarrollo de productos

naturales con aplicacion terapéutica (Nortjie et al., 2024).

El género Eucalyptus destaca por su abundancia de compuestos bioactivos,
particularmente fenoles y flavonoides, a los que se atribuye gran parte de sus
propiedades biologicas (Batish et al., 2023; Bouzabata et al., 2023). Los compuestos
fendlicos y flavonoides son metabolitos con reconocida capacidad antioxidante y
antimicrobiana, mecanismos relacionados con la neutralizacion de radicales libres
y la alteracion de la integridad de la membrana bacteriana (Panche et al., 2022;
Hamada et al., 2024). En este sentido, los extractos de eucalipto han mostrado
actividad frente a diversos microorganismos, incluida E. coli (Mulu et al., 2022;

Khanem et al., 2025; Nasir Shah et al., 2023).

Sin embargo, la cantidad y el tipo de compuestos bioactivos recuperados dependen
en gran medida del solvente de extraccion empleado, ya que su polaridad determina
la solubilizacion de los distintos metabolitos y, en consecuencia, la actividad
biolégica del extracto resultante (Sousa et al., 2018; Kim et al., 2023; Alvarez et al.,
2021). Por ello, resulta necesario evaluar de manera comparativa el efecto de
diferentes solventes sobre el contenido de compuestos bioactivos y la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los extractos foliares de Eucalyptus spp., con el fin
de identificar las condiciones de extraccion mas eficientes para su potencial

aplicacion frente a Escherichia coli.



1.1 0Objetivo

1.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del solvente de extraccién sobre el contenido de compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos foliares de

Eucalyptus spp. frente a Escherichia coli.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obtener extractos foliares de Eucalyptus spp. mediante tres solventes de
distinta polaridad (acuoso, etandlico al 96 % e hidroalcohdlico al 70 %).

e Cuantificar el contenido de fenoles totales y flavonoides totales en los
extractos obtenidos.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos mediante el método de
captacion del radical DPPH.

o Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos frente a Escherichia

coli mediante el método de difusion en agar.

1.2 Hipdtesis

El tipo de solvente de extraccion influye en el contenido de compuestos bioactivos
y en la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos foliares de
Eucalyptus spp., de manera que el extracto hidroalcohdlico, por su polaridad
intermedia, presenta el mayor contenido de fenoles y flavonoides y la mayor

actividad frente a Escherichia coli.



2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 Resistencia antimicrobiana

Desde el descubrimiento de los antibidticos, estos farmacos se convirtieron en una
herramienta fundamental tanto en la medicina humana como en la veterinaria,
gracias a su alta eficacia para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Durante
muchos afios se consideré que la aparicion de bacterias resistentes seria un
fenémeno poco frecuente; sin embargo, con el paso del tiempo se ha evidenciado
gque el uso excesivo e inadecuado de estos medicamentos ha favorecido la
seleccion y propagacion de microorganismos resistentes (Serna y Gonzalez-Zorn,

2022).

La resistencia antimicrobiana se entiende como la capacidad que poseen ciertos
microorganismos para sobrevivir e incluso multiplicarse en presencia de antibioticos
gue, en condiciones normales, deberian inhibirlos o eliminarlos. Este fendmeno
puede presentarse de forma natural en algunas bacterias o desarrollarse a lo largo
del tiempo mediante mecanismos adquiridos durante el proceso infeccioso. En la
actualidad, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) reconoce la resistencia
bacteriana como una de las principales amenazas para la salud publica mundial,
debido a sus impactos en el bienestar humano, la produccion animal y el desarrollo

global (Giono-Cerezo et al., 2020).

En este contexto, la resistencia antimicrobiana se ha consolidado no solo como un
problema sanitario, sino también como un desafio econdémico y social de gran
magnitud. Su presencia dificulta cada vez mas el control de multiples enfermedades

infecciosas, lo que se traduce en tratamientos mas prolongados, incremento en las



hospitalizaciones, mayores costos medicos y un aumento en las tasas de mortalidad

(OMS, 2023).

Aungue la resistencia bacteriana forma parte de un proceso evolutivo natural, su
aceleracion en las ultimas décadas esta estrechamente relacionada con actividades
humanas, especialmente con el uso indiscriminado de antibiéticos en la medicina
humana, la medicina veterinaria y los sistemas de producciéon animal (OMS, 2023).
Esta exposicion constante ejerce una presion selectiva sobre las bacterias,
favoreciendo la supervivencia de aguellas cepas capaces de resistir la accion de los

antimicrobianos.

A nivel biolégico, las bacterias han desarrollado diversos mecanismos para
contrarrestar la accion de los antibiéticos. Entre los mas importantes se encuentran
la produccién de enzimas que inactivan el farmaco, la modificacion de los sitios de
accion del antibiético, la disminucién de la permeabilidad de la membrana celular y
la presencia de bombas de eflujo que expulsan el antimicrobiano hacia el exterior,

reduciendo asi su efectividad terapéutica (Munita y Arias, 2016).

Por otro lado, la resistencia adquirida se presenta cuando las bacterias incorporan
cambios genéticos que les permiten tolerar la accion de los antimicrobianos. Estas
modificaciones pueden surgir a partir de mutaciones espontaneas o mediante la
adquisicion de genes de resistencia provenientes de otros microorganismos, a
través de mecanismos como la conjugacion, transformacion y transduccién. Gracias
a estos procesos, las bacterias pueden sobrevivir incluso bajo tratamientos

prolongados o repetidos (Giedraitiene et al., 2011).



La propagacion de la resistencia no depende Unicamente de la multiplicacion de
bacterias resistentes, sino también del intercambio de material genético entre
microorganismos. En este proceso, elementos genéticos méviles como plasmidos,
integrones y transposones juegan un papel clave, ya que facilitan la transferencia
de genes asociados a la resistencia, favoreciendo su rapida diseminacion entre

diferentes especies bacterianas y ambientes diversos (Sultan et al., 2018).

Dentro de estos elementos, los plasmidos destacan por su importancia, ya que
funcionan como verdaderos vehiculos de transferencia genética horizontal. Estas
estructuras extracromosomicas pueden transportar multiples genes de resistenciay
mantenerse estables dentro de las poblaciones bacterianas, incluso en ausencia de
presion antibidtica. Esto contribuye significativamente a la persistencia y expansion

de bacterias resistentes en distintos ecosistemas (Serna y Gonzalez-Zorn, 2022).

En los dltimos afios, el aumento de bacterias multirresistentes ha generado una
creciente preocupacién a nivel mundial, debido a la reduccion de opciones
terapéuticas efectivas frente a diversas infecciones. Ante este escenario, ha surgido
un interés creciente por explorar alternativas antimicrobianas, entre las que
destacan los compuestos naturales derivados de plantas medicinales, los cuales
presentan una amplia diversidad quimica y mdultiples mecanismos de accion

(Angelini, 2024).

Finalmente, los antibidticos pueden clasificarse segun su efecto sobre las bacterias
en bacteriostaticos y bactericidas. Los primeros inhiben el crecimiento y la
multiplicacion bacteriana, mientras que los segundos provocan la muerte celular. En

este sentido, una bacteria se considera resistente cuando logra sobrevivir a la



accion de estos compuestos, ya sea por mecanismos naturales o adquiridos, lo que
representa uno de los principales retos actuales en el manejo de enfermedades

infecciosas (Quifiones-Pérez, 2017).

2.1.1 Panorama global de laresistencia bacteriana

La resistencia antimicrobiana constituye actualmente uno de los problemas de salud
publica mas importantes debido a su rapida expansion y a las consecuencias que
genera tanto en medicina humana como veterinaria. La capacidad de los
microorganismos resistentes para dispersarse entre paises y ecosistemas ha
convertido esta problematica en un desafio global que afecta la eficacia de los
tratamientos antimicrobianos y compromete el control de numerosas enfermedades

infecciosas (OMS, 2016).

La diseminacion de bacterias resistentes y de genes asociados a resistencia puede
ocurrir mediante diferentes vias, incluyendo alimentos contaminados, agua,
animales, seres humanos y el medio ambiente. Del mismo modo, factores como el
comercio internacional, la movilizacion de personas, el trafico aéreo y las
deficiencias en higiene y saneamiento favorecen la propagacion de

microorganismos resistentes entre distintas regiones del mundo (OMS, 2016).

El impacto de la resistencia bacteriana afecta tanto a paises desarrollados como a
naciones en desarrollo. Se estima que millones de muertes anuales estan
relacionadas con infecciones causadas por bacterias resistentes, lo que representa
una importante carga economica y sanitaria para los sistemas de salud publica

(OMS, 2023).



A pesar de los esfuerzos internacionales para regular el uso de antimicrobianos, el
incremento de cepas resistentes continla avanzando, mostrando un crecimiento
acelerado, comparable incluso con otras grandes amenazas infecciosas globales.
En 2019, la resistencia bacteriana estuvo asociada con aproximadamente 4.95
millones de muertes en el mundo, de las cuales alrededor de 1.27 millones fueron
directamente atribuidas a infecciones ocasionadas por microorganismos resistentes

(Lima-Pinos et al., 2026).

Se hareportado un incremento constante en la presencia de cepas multirresistentes
tanto en hospitales como en la comunidad. Esta situacion dificulta el tratamiento de
infecciones comunes, incrementa el riesgo de complicaciones clinicas y favorece la

aparicion de brotes epidemioldgicos de dificil control (Jia et al., 2025).

Ante este panorama, diferentes organismos internacionales han destacado la
necesidad de implementar estrategias enfocadas en el uso racional de los
antibidticos, ya que el desarrollo de nuevos antimicrobianos no sera suficiente si
contindan los patrones inadecuados de prescripcion y utilizacién de estos farmacos

(Levy Hara, 2012).

La evidencia cientifica actual sefiala que el uso excesivo e inapropiado de
antibidticos en medicina humana, veterinaria y producciéon animal constituye uno de
los principales factores relacionados con la emergencia y expansion de bacterias
resistentes. De igual manera, los mecanismos de transferencia horizontal de genes,
como conjugacion, transformacion y transduccion, facilitan la rapida diseminacion

de la resistencia entre distintas poblaciones bacterianas (Espino-Hernandez, 2011).



2.1.2 Resistencia antimicrobiana en medicina veterinaria

La resistencia antimicrobiana es un aspecto relevante en la medicina veterinaria
debido a sus efectos sobre la salud animal, la seguridad alimentaria y la salud
publica. El uso de antibiéticos en animales de produccién, tanto con fines
terapéuticos como preventivos, ha contribuido significativamente a la seleccién y

propagacion de bacterias resistentes (FAO, 2022).

Después de que los antibacterianos demostraran su eficacia en medicina humana,
su utilizacion se extendio progresivamente al ambito veterinario. Actualmente, estos
medicamentos son empleados en diversas especies destinadas a la produccion de
alimentos, como bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, aves y peces, con el objetivo
de prevenir y tratar enfermedades infecciosas. Sin embargo, el uso frecuente e
inadecuado de estos compuestos ha generado preocupacion debido al posible
desarrollo y transmision de bacterias resistentes entre animales y seres humanos

(Gundogan et al., 2005).

En los sistemas de produccion animal, algunos antibiéticos también fueron
utilizados durante afios como promotores del crecimiento, ya que podrian mejorar
la eficiencia alimenticia y favorecer el aumento de peso de los animales. Su
administracion en dosis bajas modifica la microbiota intestinal y reduce ciertos
microorganismos considerados perjudiciales, lo que puede mejorar el
aprovechamiento de nutrientes. No obstante, el uso continuo de estos compuestos
se ha relacionado con la seleccion de cepas bacterianas resistentes, motivo por el
cual varios paises han restringido o prohibido su utilizacién con este propdésito

(Hernandez-Barrera et al., 2017).
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Aunque todavia no se comprende completamente el mecanismo mediante el cual
los antibidticos promotores del crecimiento generan estos efectos productivos, se
ha observado que la exposicion prolongada a dosis subterapéuticas puede alterar
diversos procesos fisiologicos. Entre los cambios descritos se encuentran la
disminucién de la diversidad de la microbiota intestinal, menor competencia por
nutrientes, reduccion de bacterias potencialmente patégenas y modificaciones en el

metabolismo y la respuesta inmunitaria de los animales (Palma et al., 2020).

Laimportancia de esta problemética radica también en la capacidad de las bacterias
resistentes para transmitirse desde los animales hacia los seres humanos mediante
diferentes vias. La contaminacion de alimentos de origen animal, el contacto directo
con animales y la exposicion ambiental representan mecanismos importantes de
dispersion de microorganismos resistentes. Debido a esta estrecha relacion entre
salud animal, salud humana y medio ambiente, el enfoque “One Health” o0 “Una
Salud” se ha consolidado como una estrategia integral para enfrentar la resistencia

antimicrobiana a nivel global (OMS, 2023).

2.2 Escherichia coli

Las bacterias Gram negativas, entre ellas Escherichia coli, poseen una notable
capacidad para adquirir y diseminar genes de resistencia antimicrobiana, lo que las
convierte en microorganismos de gran importancia médica y veterinaria. De igual
manera, estas bacterias pueden formar biopeliculas y transferir material genético

entre ellas, dificultando su control y tratamiento (De Fazio et al., 2024).
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Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y forma parte de la
microbiota intestinal normal de humanos y animales. Se trata de una bacteria
ampliamente distribuida que destaca por su gran diversidad genética y capacidad
de adaptacion. Aunque muchas cepas son consideradas comensales e inofensivas,
otras poseen factores de virulencia que les permiten causar diversas enfermedades

tanto en animales como en seres humanos (Bessalah et al., 2023; Braz et al., 2020).

La elevada plasticidad genética de E. coli le permite adquirir, perder y reorganizar
material genético mediante mecanismos de transferencia horizontal. Como
resultado, han surgido numerosos linajes con diferentes caracteristicas ecoldgicas,
niveles de virulencia y perfiles de resistencia antimicrobiana. Esta diversidad explica
por qué algunas cepas permanecen como parte normal de la microbiota intestinal,
mientras que otras son capaces de producir infecciones intestinales vy

extraintestinales de gran relevancia clinica (Manges et al., 2022).

Las cepas patdgenas de E. coli poseen distintos factores de virulencia que
favorecen la colonizacion del hospedador, la evasion de las defensas inmunoldgicas
y el desarrollo de enfermedad. Con base en sus mecanismos de patogenicidad y
manifestaciones clinicas, estas cepas se clasifican en diferentes patotipos, entre los
gue destacan E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteropatdogena (EPEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC) y de
adherencia difusa (DAEC). Estos grupos son responsables de una gran variedad de

enfermedades gastrointestinales en humanos y animales (Croxen et al., 2013).

Las infecciones causadas por E. coli van desde cuadros leves de gastroenteritis

hasta enfermedades graves como septicemia, choque séptico e insuficiencia renal.
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Debido a la capacidad para adaptarse al hospedador y desarrollar resistencia a
multiples antimicrobianos se ha convertido en uno de los principales agentes

causales de infecciones comunitarias y hospitalarias (Mueller et al., 2025).

En medicina veterinaria, E. coli es considerada uno de los patdégenos bacterianos
mas importantes ya que genera pérdidas econémicas y problemas sanitarios que
ocasiona en animales domésticos y de produccion. Entre las enfermedades mas
frecuentes asociadas con esta bacteria se encuentran las diarreas neonatales en
bovinos y porcinos, la colibacilosis aviar y la mastitis bovina. La capacidad
patogénica de estas cepas se relaciona con factores de virulencia como adhesinas,
toxinas, cépsulas y sistemas de captacion de hierro, los cuales favorecen la

colonizacién y supervivencia bacteriana dentro del hospedador (Guerra et al., 2019).

En el ambito de la salud humana, E. coli es causante de los principales agentes
etiologicos de infecciones urinarias, gastroenteritis, meningitis neonatal y
septicemias. En consecuencia, a su amplia distribucion, capacidad de adaptacion y
creciente resistencia antimicrobiana, esta bacteria constituye un desafio importante
para la salud publica y la medicina veterinaria, aunado a ello, genera repercusiones

econdmicas considerables (Mueller et al., 2025).

2.2.1 Caracteristicas microbioldgicas

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, ampliamente distribuido en el tracto gastrointestinal de
humanos y animales. Esta bacteria posee requerimientos nutricionales

relativamente simples y un tiempo de generacidn corto, caracteristicas que facilitan
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su aislamiento, cultivo e identificacion en medios microbiolégicos convencionales.
Debido a ello, E. coli se ha convertido en uno de los microorganismos modelo mas
utilizados en investigaciones microbiologicas, farmacoldgicas y biotecnolégicas

(Cowan, 1999).

Una de las principales caracteristicas de E. coli es su capacidad para desarrollarse
en presencia y en ausencia de oxigeno, por lo que se clasifica como una bacteria
anaerobia facultativa. Dicha propiedad le permite adaptarse a distintos ambientes y
sobrevivir en condiciones variables. Ademas, presenta una elevada capacidad
metabdlica que le permite utilizar diversas fuentes de nutrientes y mantenerse viable

en diferentes ecosistemas (Kgatla et al., 2024).

La mayoria de las cepas poseen movilidad gracias a la presencia de flagelos
peritricos distribuidos alrededor de la célula, aunque algunas pueden ser inmaviles.
Su estructura celular incluye una membrana externarica en lipopolisacaridos (LPS),
componente considerado una endotoxina importante en los procesos inflamatorios
asociados a infecciones causadas por bacterias Gram negativas. Asimismo, la
composicién de su pared celular contribuye a su resistencia y capacidad de

adaptacion frente a distintos factores ambientales (Li et al., 2024).

Otra caracteristica relevante de E. coli es su notable plasticidad genética. Esta
bacteria tiene la capacidad de adquirir material genético mediante mecanismos de
transferencia horizontal, lo que favorece la aparicion de cepas con diferentes niveles
de virulencia, adaptacion ecoldgica y resistencia antimicrobiana. Gracias a esta

capacidad, algunas cepas permanecen como parte normal de la microbiota
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intestinal, mientras que otras pueden comportarse como importantes agentes

patogenos en humanos y animales (Nasrollahian et al., 2024).

2.2.2 Importancia en salud animal y humana

Escherichia coli es una de las bacterias de mayor relevancia sanitaria debido a su
amplia distribucion en humanos y animales, asi como a su capacidad para
comportarse tanto como microorganismo comensal como agente patdogeno. Aunque
normalmente forma parte de la microbiota intestinal de mamiferos y aves, ciertas
cepas han desarrollado factores de virulencia que les permiten producir

enfermedades de importancia clinica y econdémica (Bessalah et al., 2023).

En medicina humana, E. coli es reconocida como uno de los principales agentes
causales de infecciones del tracto urinario, gastroenteritis, septicemia y meningitis
neonatal. Algunas cepas patégenas, especialmente aquellas productoras de toxina
Shiga, pueden ocasionar enfermedades graves como colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico, afectando principalmente a nifios y personas
inmunocomprometidas. Ademas, la creciente aparicion de cepas resistentes a
multiples antimicrobianos ha convertido a esta bacteria en un importante desafio

para los sistemas de salud publica a nivel mundial (Mueller et al., 2025).

En el ambito veterinario, E. coli participa en diversas enfermedades que afectan
tanto a animales de compafila como a especies de produccion. En bovinos,
porcinos, aves y pequefios rumiantes puede provocar enteritis, septicemia, mastitis,
infecciones respiratorias y trastornos reproductivos. Estas enfermedades causan

pérdidas econdmicas importantes debido a la mortalidad animal, disminucién de la



15

productividad, costos de tratamiento y reduccion en la calidad de los productos de
origen animal (Bessalah et al., 2023). Un ejemplo relevante es la colibacilosis aviar,
considerada una de las enfermedades bacterianas mas importantes dentro de la
industria avicola por su impacto negativo sobre el crecimiento y la eficiencia

productiva.

La importancia de E. coli también se relaciona con su participacion en la cadena
alimentaria. La contaminacién de alimentos y agua con cepas patdgenas representa
un riesgo importante para la transmision de enfermedades entre animales y seres
humanos. Por esta razon, esta bacteria es utilizada frecuentemente como indicador
microbiolégico de contaminacion fecal y como referencia para evaluar la calidad

higiénico-sanitaria de alimentos, agua y ambientes pecuarios (De Fazio et al., 2024).

Ademas de su relevancia clinica, E. coli desempefia un papel importante en el
estudio de la resistencia antimicrobiana debido a su capacidad para adquirir y
transferir genes de resistencia mediante plasmidos, integrones y otros elementos
genéticos mdviles. Esta caracteristica favorece la propagacion de bacterias
multirresistentes entre animales, humanos y el medio ambiente, reforzando la
necesidad de aplicar estrategias integrales bajo el enfoque “One Health”, el cual
reconoce la estrecha relacion entre la salud animal, humana y ambiental (Palma et

al., 2020).

2.2.3 Uso como modelo en estudios antimicrobianos

Debido a su importancia clinica, facilidad de cultivo y rdpido crecimiento, Escherichia

coli es uno de los microorganismos mas utilizados como modelo en estudios
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relacionados con la actividad antimicrobiana. Sus caracteristicas microbiologicas
permiten trabajar con ella de manera sencilla en condiciones de laboratorio, lo que
facilita la evaluaciébn de nuevos compuestos con potencial antibacteriano,

incluyendo extractos obtenidos de plantas medicinales (Cunha et al., 2025).

El interés por utilizar E. coli en este tipo de investigaciones también se debe a su
capacidad para desarrollar resistencia frente a diferentes grupos de
antimicrobianos. Por esta razOn, numerosas investigaciones emplean cepas
sensibles y multirresistentes de esta bacteria para determinar la eficacia de
sustancias naturales y sintéticas destinadas al control bacteriano. A través de estos
estudios es posible evaluar pardmetros como la concentracion minima inhibitoria, la
concentracion minima bactericida y los posibles mecanismos de accion de los

compuestos analizados (Angelini, 2024).

En los ultimos afios, diferentes investigaciones han utilizado cepas de E. coli para
analizar el potencial antimicrobiano de extractos vegetales, aceites esenciales y
metabolitos secundarios provenientes de plantas medicinales. Los resultados han
demostrado que muchos compuestos de origen vegetal presentan actividad
inhibitoria frente a esta bacteria, lo cual incrementa el interés cientifico por su posible
aplicacion como alternativa o complemento a los antibiéticos convencionales

(Alrasheed et al., 2023; Da Cunha et al., 2025; Khanem et al., 2025).

Asimismo, debido a su relevancia en medicina humana y veterinaria, E. coli es
considerada una de las bacterias de referencia mas importantes para evaluar
nuevas estrategias dirigidas al control de la resistencia antimicrobiana. Su empleo

en ensayos in vitro permite obtener informacién importante sobre la eficacia de



17

compuestos bioactivos y contribuye al desarrollo de posibles alternativas

terapéuticas antibacterianas frente al creciente problema (De Fazio et al., 2024).

2.3 Plantas medicinales con actividad antimicrobiana

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde la antigiiedad como fuente natural
de compuestos terapéuticos para la prevencion y tratamiento de diversas
enfermedades. Su uso forma parte de la medicina tradicional de numerosas culturas
y, en los ultimos afios, ha despertado interés cientifico en aumento debido a la
necesidad de encontrar alternativas frente al aumento de la resistencia
antimicrobiana. Muchas especies vegetales contienen metabolitos secundarios con
actividad biol6gica capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos
patogenos, lo que las convierte en una fuente prometedora para el desarrollo de

nuevos agentes antimicrobianos (Cowan, 1999; Angelini, 2024).

Entre los principales compuestos bioactivos presentes en las plantas medicinales
se encuentran los compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas
y terpenos. Estas sustancias pueden ejercer actividad antimicrobiana mediante
diferentes mecanismos, como la alteracion de la membrana celular bacteriana, la
inhibicion de enzimas esenciales, lainterferencia en la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos, asi como la afectacion de procesos relacionados con la formacion de

biopeliculas bacterianas (Cowan, 1999; Zouine et al., 2024).

Numerosos productos naturales de origen vegetal han demostrado que muchos de
sus metabolitos presentan multiples mecanismos de accion, lo que dificulta el

desarrollo de resistencia bacteriana en comparacion con algunos antibiéticos
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convencionales, en consecuencia, el interés en ellos ha aumentado. Del mismo
modo, varios extractos vegetales han mostrado actividad frente a microorganismos
resistentes a multiples farmacos, impulsando su estudio como posibles alternativas

0 complementos terapéuticos (Angelini, 2024).

Investigaciones han demostrado la eficacia de extractos obtenidos de distintas
especies vegetales contra bacterias patégenas de importancia médica. En
particular, se ha reportado actividad inhibitoria frente a Escherichia coli, incluyendo
cepas resistentes a antibiéticos, mediante el uso de extractos ricos en compuestos
fendlicos, aceites esenciales y otros metabolitos secundarios bioactivos (Alrasheed

et al., 2023; Jia et al., 2025; Singh et al., 2023).

Se ha reportado que las plantas medicinales son consideradas una de las fuentes
mas prometedoras en la busqueda de nuevos antimicrobianos por su amplia
diversidad quimica y potencial biolégico. Estas caracteristicas han favorecido el
desarrollo de investigaciones orientadas a identificar compuestos con capacidad
para combatir microorganismos resistentes y contribuir a la reducciéon del uso
excesivo de antibidticos convencionales. Por ello, los extractos vegetales contindan
siendo objeto de estudio como posibles alternativas terapéuticas seguras y eficaces

(Zouine et al., 2024; Angelini, 2024).

2.4 Caracteristicas botanicas y distribucion del eucalipto

El género Eucalyptus pertenece a la familia Myrtaceae y comprende méas de 700
especies de arboles y arbustos originarios principalmente de Australia y algunas

regiones de Oceania. Gracias a su rapido crecimiento, capacidad de adaptacion y
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aprovechamiento econdmico, numerosas especies de eucalipto han sido
introducidas en distintos paises de Ameérica, Africa, Asia y Europa, donde son
utilizadas con fines forestales, industriales, ornamentales y medicinales (Khanem et

al., 2025).

Los arboles de eucalipto se caracterizan por alcanzar gran altura y tener un tronco
recto con corteza de aspecto variable dependiendo de la especie, la cual puede ser
lisa, fibrosa o escamosa. Sus hojas contienen abundantes glandulas secretoras de
aceites esenciales responsables de su aroma caracteristico. En etapas juveniles,
las hojas suelen ser opuestas y de forma ovalada, mientras que en arboles adultos
generalmente son alternas, lanceoladas y coriaceas. Las flores son hermafroditas,
de color blanco o crema, y producen frutos lefiosos en forma de capsula que

contienen una gran cantidad de semillas pequefas (Nortjie et al., 2024).

Una de las principales caracteristicas del eucalipto es su capacidad de adaptacion
a diferentes condiciones climaticas y tipos de suelo, lo que ha favorecido su amplia
distribucion en diversas regiones del mundo. Muchas especies son cultivadas en
plantaciones forestales debido a su rapido crecimiento y a la calidad de su madera,
utilizada en la produccion de papel, muebles, carb6on vegetal y otros productos
industriales. Ademas, algunas especies también son empleadas con fines

ornamentales y en programas de reforestacion (Khanem et al., 2025).

Aunado a ello, el eucalipto ha despertado un creciente interés por la presencia de
metabolitos secundarios con propiedades terapéuticas. Recientes investigaciones
han demostrado que los extractos obtenidos de sus hojas y aceites esenciales

poseen efectos antimicrobianos frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
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incluyendo cepas resistentes a antibidticos. Estas propiedades han impulsado el
estudio del eucalipto como una posible alternativa natural para el desarrollo de

nuevos agentes antimicrobianos (Khanem et al., 2025; Nortjie et al., 2024).

2.5 Composicion fitoquimica del eucalipto

La actividad biolégica del eucalipto esta estrechamente relacionada con la
diversidad de compuestos fitoquimicos presentes en sus hojas, corteza y aceites
esenciales. Entre los principales metabolitos secundarios identificados se
encuentran compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, terpenos y acidos fendlicos,
sustancias que participan en los mecanismos naturales de defensa de la planta y
gue son responsables de gran parte de sus propiedades farmacologicas y
antimicrobianas. La composicion quimica de estos compuestos puede variar segun
la especie, las condiciones ambientales, la edad de la planta y el método de

extraccion empleado (Shalay Gururani, 2021).

Entre los constituyentes mas abundantes destacan los monoterpenos presentes en
los aceites esenciales, especialmente el 1,8-cineol o eucaliptol, reconocido como
una de las principales sustancias fitoquimicas del género Eucalyptus. Asimismo, se
han identificado otros metabolitos como a-pineno, B-pineno, limoneno, p-cimeno,
terpinen-4-ol, citronelal, citral y eudesmol, los cuales contribuyen a las propiedades
antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias atribuidas al eucalipto (Elaissi et

al., 2021).

De igual manera, las hojas de eucalipto contienen una importante cantidad de

metabolitos fendlicos no volatiles. Entre ellos destacan acidos fendlicos, catequinas,
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flavonoides y taninos condensados, compuestos capaces de neutralizar radicales
libres y ejercer efectos inhibitorios frente a distintos microorganismos patégenos.
Debido a estas propiedades, el eucalipto es considerado una fuente importante de
sustancias bioactivas con potencial aplicacion en medicina e industria farmacéutica

(Pérez-Martinez et al., 2025).

Estudios cromatograficos realizados en extractos de Eucalyptus globulus han
permitido identificar una amplia variedad de compuestos fendlicos y flavonoides
relacionados con su capacidad antioxidante y antimicrobiana. Paralelamente, se ha
observado que la concentracidon de estos metabolitos depende significativamente
del solvente utilizado durante el proceso de extraccién, obteniéndose generalmente
mayores rendimientos de compuestos fendlicos mediante mezclas hidroalcohdlicas

(Moges et al., 2024).

La complejidad quimica del eucalipto sugiere que sus propiedades biolégicas no
dependen exclusivamente de un solo compuesto, sino de la interaccion de multiples
compuestos vegetales que pueden actuar de forma complementaria o sinérgica.
Esta diversidad fitoquimica ha favorecido el interés por el estudio del eucalipto como
fuente natural de compuestos con potencial terapéutico frente a microorganismos

resistentes y otras probleméticas de importancia médica (Teke et al., 2024).

2.5.1 Fenoles

Los compuestos fendlicos presentes en las hojas de Eucalyptus constituyen uno de
los grupos fitoquimicos de mayor relevancia debido a su capacidad antioxidante y

protectora frente al dafio celular. Entre los principales metabolitos identificados se
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encuentran los acidos galicos, elagico, cafeico y ferulico, asi como diversos
derivados fendlicos capaces de neutralizar especies reactivas de oxigeno y reducir
el estrés oxidativo. Esta actividad resulta importante porque el dafio oxidativo
participa en multiples procesos inflamatorios y alteraciones fisioldgicas tanto en

humanos como en animales (Alvarez et al., 2021).

Dentro de este grupo de compuestos, los taninos desempefian un papel importante
en la actividad biologica del eucalipto. Estos metabolitos poseen la capacidad de
interactuar con proteinas y enzimas microbianas, afectando funciones esenciales
para el crecimiento y supervivencia bacteriana. También, participan en los
mecanismos naturales de defensa de la planta frente al ataque de microorganismos

y diversos factores ambientales adversos (Teke et al., 2024).

En los ultimos afios, los estudios sobre compuestos fendlicos derivados del
eucalipto han incrementado debido a su potencial farmacolégico. Se sugiere que
estos metabolitos podrian contribuir al desarrollo de productos con aplicaciones
antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias, especialmente ante el aumento
de microorganismos resistentes a los antimicrobianos convencionales (Liu et al.,

2025).

2.5.2 Flavonoides

Los flavonoides representan uno de los grupos de metabolitos secundarios mas
abundantes e importantes en las especies del género Eucalyptus. Estos
compuestos participan en mecanismos de proteccion vegetal relacionados con la

respuesta al estrés ambiental, la exposicion a radiacién ultravioleta y la defensa
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frente a microorganismos patogenos. De igual manera, poseen diversas actividades
biolégicas de interés farmacologico, entre las que destacan sus efectos

antioxidantes, antimicrobianos y antiinflamatorios (Panche et al., 2022).

Las hojas de Eucalyptus globulus contienen flavonoides como quercetina,
catequina, rutina y kaempferol, compuestos que contribuyen a disminuir el dafo
oxidativo mediante la neutralizacion de radicales libres. La presencia de estos
metabolitos ha sido asociada con varias de las propiedades terapéuticas atribuidas
al eucalipto, favoreciendo su potencial uso en el desarrollo de productos

farmacéuticos y nutracéuticos (Ferreira et al., 2023).

Se ha demostrado que los flavonoides pueden ejercer efecto inhibitorio frente a
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Sus mecanismos de accion incluyen
alteraciones en la membrana celular bacteriana, inhibicion de enzimas y afectacion
de procesos relacionados con la sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Xie et al.,

2022).

2.5.3 Otros metabolitos secundarios

Ademéas de los compuestos fendlicos y flavonoides, las especies del género
Eucalyptus contienen diversos metabolitos secundarios que participan en sus
mecanismos de defensa y contribuyen a sus propiedades bioldgicas. Entre estos
compuestos destacan los terpenos, sesquiterpenos, taninos y componentes
volatiles presentes principalmente en los aceites esenciales de las hojas. Estas
sustancias desempefian funciones importantes en la proteccion de la planta frente

a microorganismos, insectos y factores ambientales adversos (Khan et al., 2023).
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Los terpenos constituyen uno de los grupos quimicos mas abundantes en los
aceites esenciales de Eucalyptus. Entre los compuestos mas representativos se
encuentran el 1,8-cineol o eucaliptol, a-pineno, B-pineno, limoneno y terpinen-4-ol,
metabolitos asociados con actividad antimicrobiana, antioxidante y antiinflamatoria.
Investigaciones han demostrado que estos compuestos pueden alterar la
permeabilidad de la membrana celular de bacterias y hongos, interfiriendo en
procesos metabdlicos esenciales y limitando el crecimiento microbiano (Batish et

al., 2023; Khanem et al., 2025).

Asimismo, la composicion quimica de los aceites esenciales puede variar
considerablemente entre especies de Eucalyptus debido a factores como la region
geogréfica, las condiciones climéticas, la edad de la plantay el método de extraccion
empleado. Investigaciones recientes han sefialado que especies con mayores
concentraciones de 1,8-cineol suelen presentar una actividad antibacteriana mas

elevada frente a diferentes microorganismos patdgenos (Elaissi et al., 2021).

Los taninos también representan un grupo importante de metabolitos secundarios
presentes en el eucalipto. Estos compuestos poseen la capacidad de formar
complejos con proteinas y enzimas microbianas, afectando funciones esenciales
para la supervivencia bacteriana. Ademas, participan en los mecanismos naturales
de defensa vegetal y se les atribuyen propiedades antioxidantes y antimicrobianas

(Sieniawska y Baj, 2022).

Por otra parte, diversos metabolitos secundarios de origen vegetal han despertado
interés debido a su potencial aplicacion frente a la resistencia antimicrobiana. Se ha

observado que muchos de estos compuestos actian mediante diferentes
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mecanismos, como la alteracion de membranas celulares, la inhibicion de enzimas
bacterianas y la interferencia en procesos de replicacion microbiana (Gorniak et al.,

2023).

La interaccién entre los distintos metabolitos secundarios presentes en Eucalyptus
puede favorecer efectos complementarios o sinérgicos que incrementan la actividad
biologica de los extractos vegetales. Debido a esta complejidad quimica,
actualmente existe un amplio interés en el estudio de extractos naturales de

eucalipto (Khan et al., 2023).

2.6 Actividad bioldgica del eucalipto

Las especies del género Eucalyptus han generado interés cientifico debido a la
amplia variedad de actividades biolégicas atribuidas a sus extractos y aceites
esenciales. Dichas propiedades se relacionan principalmente con la presencia de
metabolitos secundarios como terpenos, compuestos fenolicos, flavonoides y
aceites esenciales, capaces de ejercer efectos antioxidantes, antimicrobianos y
antiinflamatorios. La interaccion entre estos compuestos puede potenciar sus

efectos biolégicos (Shala y Gururani, 2021).

Entre las propiedades mas estudiadas destaca la capacidad antioxidante del
eucalipto. Investigaciones realizadas con extractos y aceites esenciales de
Eucalyptus globulus han demostrado una importante capacidad para neutralizar
radicales libres y disminuir el dafio oxidativo celular. Lo cual se asocia

principalmente con la presencia de compuestos fenolicos y flavonoides, los cuales
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participan en mecanismos de proteccion frente al estrés oxidativo relacionado con

procesos inflamatorios y alteraciones celulares (Nasir Shah et al., 2023).

Los extractos de eucalipto presentan efecto antimicrobiano frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Esta actividad se relaciona principalmente con
compuestos terpénicos presentes en los aceites esenciales, los cuales pueden
alterar la membrana celular bacteriana e interferir en procesos metabdlicos
esenciales. Debido a estos mecanismos, el eucalipto ha sido considerado una
alternativa natural de interés frente al incremento de bacterias resistentes a los

antimicrobianos convencionales (Cmikova et al., 2023).

Cabe destacar que también han evaluado la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Eucalyptus globulus frente a bacterias multirresistentes de importancia
médica. Algunos estudios reportan efectos inhibitorios sobre cepas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), lo que sugiere que ciertos
componentes del aceite esencial podrian utilizarse como complemento en
estrategias terapéuticas orientadas al control de infecciones bacterianas resistentes

(Elangovan y Mudgil, 2023).

Por otra parte, los extractos foliares del eucalipto contienen polifenoles y otros
compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y antibacterianas de interés
farmacoldgico. Se ha observado que los extractos obtenidos mediante solventes
hidroalcohdlicos presentan una elevada capacidad antioxidante y una importante
actividad inhibitoria frente a distintos microorganismos patégenos (Hamada et al.,

2024).
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Ademas, se han documentado analisis cromatograficos y estudios de modelado
molecular que han permitido identificar diferentes fracciones bioactivas en el aceite
esencial de Eucalyptus globulus. La combinacién de compuestos terpénicos y
fendlicos puede generar efectos complementarios o sinérgicos que favorecen el
incremento de la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos. Estos
hallazgos refuerzan el potencial terapéutico del eucalipto y respaldan su estudio
como fuente de compuestos naturales aplicables en medicina (Ait Benlabchir et al.,

2024).

2.6.1 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante del eucalipto ha sido ampliamente estudiada debido a la
capacidad de sus extractos y aceites esenciales para neutralizar radicales libres y
disminuir el dafio oxidativo celular. Estas propiedades se relacionan principalmente
con la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y terpenos bioactivos que
participan en mecanismos de proteccion frente al estrés oxidativo. Los estudios
recientes reportan que los metabolitos presentes en Eucalyptus globulus pueden
actuar como captadores de especies reactivas de oxigeno, contribuyendo a reducir
procesos de oxidacién asociados con dafio celular e inflamacion (Nasir Shah et al.,

2023).

Las hojas de Eucalyptus globulus contienen una amplia variedad de compuestos
fenolicos y flavonoides con elevada capacidad antioxidante. La evidencia cientifica
sefiala que esta actividad puede variar dependiendo del método de extraccion
utilizado, observandose generalmente mayores concentraciones de compuestos

bioactivos en extractos hidroalcoholicos en comparacion con extractos acuosos.
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Esta diferencia se atribuye a la mayor capacidad de ciertos solventes para extraer
metabolitos fendlicos responsables de la actividad antioxidante de la planta (Kim et

al., 2023).

Se ha observado que compuestos como 1,8-cineol, a-pineno y otros monoterpenos
presentes en Eucalyptus globulus participan en la neutralizacion de radicales libres
y favorecen la estabilidad oxidativa de los extractos vegetales. Incluso, lainteraccién
entre diversos metabolitos secundarios puede generar efectos complementarios o
sinérgicos que potencian la actividad biolégica del aceite esencial (Cmikova et al.,

2023).

Diferentes autores también han reportado que los extractos foliares ricos en
polifenoles poseen elevada capacidad antioxidante y antiglicacion. Estas
propiedades resultan de interés debido a que el estrés oxidativo y la glicacién celular
estan relacionados con procesos inflamatorios y alteraciones metabdlicas.

(Hamada et al., 2024).

Por otra parte, se ha documentado que la fraccién lipofilica de las hojas de
Eucalyptus globulus contiene compuestos triterpénicos y otros metabolitos
bioactivos con importante potencial antioxidante. Incluso después de la extraccion
del aceite esencial mediante hidrodestilacidon, las hojas conservan compuestos
capaces de ejercer actividad biologica, lo que sugiere un posible aprovechamiento
integral de este material vegetal en aplicaciones farmacolégicas y biotecnoldgicas

(Santos et al., 2023).
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Igualmente, estudios realizados con extractos obtenidos a partir de hojas y corteza
de Eucalyptus globulus han mostrado una importante capacidad para neutralizar
especies reactivas de oxigeno. Estos hallazgos respaldan el potencial antioxidante
del eucalipto y sugieren que diferentes partes de la planta pueden representar una

fuente relevante de compuestos bioactivos (Saeed et al., 2023).

2.6.2 Actividad antimicrobiana

Las propiedades del eucalipto tienen efecto antimicrobiano lo cual se debe a la
capacidad de sus extractos y aceites esenciales para inhibir el crecimiento de
diversos microorganismos patdégenos. Estas propiedades se relacionan
principalmente con la presencia de terpenos, compuestos fendlicos y otros
metabolitos secundarios capaces de afectar procesos esenciales para la
supervivencia bacteriana. Se ha reportado que los aceites esenciales ricos en 1,8-
cineol presentan actividad frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas de
importancia médica y veterinaria, lo que ha incrementado el interés por el uso del
eucalipto como fuente natural de compuestos antimicrobianos (Bouyahya et al.,

2023).

Los extractos obtenidos de distintas especies de Eucalyptus han mostrado efectos
inhibitorios frente a bacterias patégenas como Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. La actividad antibacteriana de estos extractos se atribuye principalmente a
la accion conjunta de diferentes metabolitos secundarios que pueden alterar la
integridad de la membrana celular bacteriana y afectar procesos metabdlicos

indispensables para el crecimiento microbiano (Mulu et al., 2022).
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Los metabolitos secundarios presentes en distintas especies vegetales pueden
actuar mediante varios mecanismos antimicrobianos al mismo tiempo. Algunos
compuestos tienen la capacidad de alterar la permeabilidad de la membrana
bacteriana, mientras que otros interfieren en la sintesis de proteinas o en procesos

relacionados con la replicacion célula (Gérniak et al., 2023).

Los terpenos y aceites esenciales desempefian un papel importante en la actividad
antimicrobiana de la planta. Compuestos como a-pineno, limoneno y terpinen-4-ol
poseen capacidad para modificar la permeabilidad celular y afectar funciones
fisiolégicas esenciales en bacterias patdégenas. Incluso, la interaccion entre
diferentes terpenos puede generar efectos complementarios o sinérgicos que
incrementan la eficacia antimicrobiana de los extractos vegetales (da Silva et al.,

2023).

2.7 Métodos de extraccién de compuestos bioactivos

La obtencion de compuestos bioactivos a partir de especies del género Eucalyptus
depende en gran medida del método de extraccion empleado, ya que este influye
directamente en la cantidad y calidad de los metabolitos recuperados. Entre los
compuestos mas estudiados destacan fenoles, flavonoides, terpenos y aceites
esenciales. Cabe destacar que se ha demostrado que factores como el tipo de
solvente, la temperatura, el tiempo de extraccion y la técnica utilizada pueden
modificar significativamente el rendimiento y la actividad biologica de los extractos

obtenidos (Alvarez et al., 2021).
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Uno de los métodos convencionales mas utilizados para la obtencion de metabolitos
vegetales es la extraccién con solventes mediante sistemas Soxhlet. Este
procedimiento permite recuperar compuestos fendlicos y antioxidantes presentes
en hojas de Eucalyptus utilizando solventes de distinta polaridad, como etanol,
metanol y mezclas hidroalcohdlicas. Se ha observado que los solventes polares
favorecen la extraccion de compuestos fendlicos y flavonoides, incrementando la

capacidad antioxidante de los extractos vegetales (Sousa et al., 2018).

En los ultimos afios se han desarrollado métodos de extraccion considerados mas
eficientes y sustentables, conocidos como técnicas de extraccion verde. Entre ellas
destacan la extraccién asistida por ultrasonido y la extraccion asistida por
microondas, tecnologias que permiten reducir el consumo de solventes y disminuir
el tiempo de procesamiento. Ademas, estas técnicas han demostrado mejorar la
recuperacion de compuestos antioxidantes presentes en hojas de eucalipto,
favoreciendo la obtencién de extractos con elevada actividad biologica (Gullon et

al., 2019).

La extraccion asistida por ultrasonido ha mostrado resultados prometedores en la
recuperacion de moléculas bioactivas a partir de Eucalyptus globulus. Esta técnica
utiliza ondas ultrasénicas capaces de favorecer la ruptura de estructuras celulares
vegetales y facilitar la liberacion de metabolitos secundarios. Se ha sefialado que
variables como la temperatura, el tiempo de extraccién y la concentracion de etanol
influyen significativamente en el contenido fendlico y la actividad antioxidante de los

extractos obtenidos (Palma et al., 2021).
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La extraccion acelerada con solventes representa una alternativa eficiente para
recuperar polifenoles y otros compuestos bioactivos presentes en especies de
Eucalyptus. Este método utiliza temperaturas elevadas y presion controlada para
mejorar el rendimiento de extraccion y reducir el tiempo del proceso. La optimizacion
de variables como la temperatura y la concentracién de etanol puede influir
directamente en el contenido fendlico y en la actividad biol6gica de los extractos

obtenidos (Bouzabata et al., 2023).

Por otra parte, la extraccion con fluidos supercriticos y solventes eutécticos
profundos representa una forma innovadora y mas amigable con el medio ambiente.
Estas técnicas permiten recuperar metabolitos de interés bioldgico utilizando
menores cantidades de solventes organicos convencionales. En particular, los
solventes eutécticos hidrofobicos han mostrado eficacia en la extraccion de acidos
triterpénicos y otros compuestos lipofilicos presentes en hojas de Eucalyptus
globulus, destacando su potencial para aplicaciones farmacoldgicas vy

biotecnoldgicas (Silva et al., 2020).

Asimismo, las tecnologias emergentes de extraccibn han favorecido el
aprovechamiento integral de residuos forestales y biomasa vegetal de especies de
Eucalyptus. La evidencia cientifica sefiala que la combinacién de métodos
convencionales y tecnologias innovadoras permite maximizar la recuperacion de
compuestos con actividad antioxidante y antimicrobiana. Estas estrategias

contribuyen al desarrollo de procesos mas sustentables (Domingues et al., 2020).

De igual manera se ha demostrado que la combinacion de extraccion térmica y

ultrasonido puede incrementar la recuperacién de compuestos fendlicos y mejorar
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las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de los extractos de Eucalyptus
globulus. La optimizacion de estas técnicas ha permitido obtener extractos con
elevada actividad biol6gica utilizando menores tiempos de procesamiento, o que
representa una alternativa prometedora para la obtencion de metabolitos (Pereira

et al., 2025).
2.7.1 Influencia del solvente

El tipo de solvente utilizado durante la extraccion de compuestos bioactivos
desempefia un papel fundamental en la composicion quimica y en la actividad
bioldgica de los extractos obtenidos a partir de especies del género Eucalyptus. La
polaridad del solvente influye directamente en la capacidad para solubilizar
metabolitos secundarios como compuestos fenolicos, flavonoides, terpenos y otros
antioxidantes naturales. La seleccion adecuada del solvente puede modificar
significativamente el rendimiento de extraccion y las propiedades antioxidantes y

antimicrobianas de los extractos vegetales (Kim et al., 2023).

Los extractos obtenidos mediante mezclas hidroalcohdlicas suelen presentar
mayores concentraciones de compuestos fendlicos y flavonoides en comparacién
con los extractos exclusivamente acuosos. Esto se debe a que el etanol posee una
polaridad intermedia que facilita la extraccion de metabolitos bioactivos con
diferentes caracteristicas quimicas. Estudios realizados con hojas de Eucalyptus
globulus han demostrado que las mezclas de agua y etanol favorecen una mayor
recuperacion de antioxidantes y mejoran la actividad biologica de los extractos

obtenidos (Kim et al., 2023).
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Se ha reportado que han empleado solventes de distinta polaridad, como metanol,
etanol y diclorometano, reportan diferencias importantes en la composicién quimica
de los extractos de Eucalyptus. Los solventes polares favorecen principalmente la
extraccion de compuestos fendlicos, mientras que los menos polares permiten
recuperar metabolitos lipofilicos y terpenos presentes en los aceites esenciales.
Estas variaciones influyen directamente en las propiedades biolégicas y en el

potencial farmacoldgico de los extractos vegetales (Sousa et al., 2018).

En la actualidad, el desarrollo de técnicas de extraccion sustentables ha impulsado
el uso de solventes considerados mas amigables con el medio ambiente. Las
denominadas técnicas de extraccion verde emplean mezclas hidroalcohdlicas y
solventes ecologicos capaces de disminuir el uso de compuestos organicos toxicos
sin afectar significativamente el rendimiento de extraccion. Ademas, estos métodos
han demostrado ser eficientes para recuperar compuestos antioxidantes con

elevada actividad biol6gica a partir de hojas de eucalipto (Gullon et al., 2019).

La concentracion del solvente también representa un factor determinante durante el
proceso de extraccion. Las variaciones en la concentracion de etanol y en la
temperatura pueden modificar significativamente la cantidad de polifenoles
recuperados y la capacidad antioxidante de los extractos. La optimizacion de estas
variables permite obtener extractos con mayor contenido de metabolitos activos y

mejores propiedades biolégicas (Bouzabata et al., 2023).

Por otra parte, el uso de solventes eutécticos profundos ha surgido como una
alternativa innovadora para la extraccion de compuestos lipofilicos. Estos solventes

presentan menor toxicidad y mayor sostenibilidad en comparacion con los solventes
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organicos convencionales. Ademas, han demostrado una elevada capacidad para

recuperar acidos triterpénicos y otros metabolitos bioactivos (Silva et al., 2020).

Autores sefialan que la combinacion de técnicas de extraccidon térmica y ultrasonido,
junto con diferentes concentraciones de etanol, puede incrementar
significativamente la recuperacion de compuestos fendlicos y mejorar las
propiedades antioxidantes y antimicrobianas de los extractos. Estos hallazgos
evidencian la importancia de seleccionar adecuadamente tanto el solvente como las
condiciones de extraccion para maximizar el potencial bioldgico de los extractos

vegetales (Pereira et al., 2025).

2.8 Métodos microbiolégicos para evaluar actividad antibacteriana

La evaluacién de la actividad antibacteriana de compuestos naturales y extractos
vegetales requiere el uso de métodos microbioldgicos estandarizados que permitan
determinar su capacidad inhibitoria frente a distintos microorganismos patégenos.
Estas metodologias son fundamentales para identificar la sensibilidad bacteriana
frente a diferentes tratamientos. Entre las técnicas més utilizadas destacan la
difusién en disco, difusion en pozo, dilucion en caldo y la determinacion de la

concentracion minima inhibitoria (CLSI, 2021).

Uno de los procedimientos mas empleados es la técnica de difusion en disco,
también conocida como método Kirby-Bauer. Este método consiste en colocar
discos impregnados con el compuesto de interés sobre la superficie de un medio de
agar previamente inoculado con la bacteria en estudio. Después del periodo de

incubacion, se mide el didmetro del halo de inhibicién formado alrededor del disco,
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el cual refleja el grado de sensibilidad bacteriana frente al agente evaluado. Debido
a su sencillez, bajo costo y buena reproducibilidad, esta técnica es ampliamente
utilizada en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana e investigaciones

microbiologicas (Hudzicki, 2009).

Otra metodologia frecuentemente utilizada es la difusién en pozo, especialmente en
estudios relacionados con extractos vegetales y aceites esenciales. En este
procedimiento se realizan perforaciones en el agar inoculado con la bacteria y
posteriormente se depositan distintas concentraciones del extracto o compuesto
bioactivo. Tras la incubacion, la actividad antibacteriana se evalia mediante la
medicion de los halos de inhibicion generados alrededor de cada pozo. Este método
resulta particularmente util para analizar sustancias liquidas y extractos con

diferentes caracteristicas quimicas y viscosidades (Balouiri et al., 2016).

Por otra parte, los métodos de dilucion en caldo permiten realizar una evaluacién
cuantitativa de la actividad antimicrobiana. Estas técnicas consisten en preparar
diluciones seriadas del compuesto en medios liquidos inoculados con el
microorganismo de interés. Posteriormente, se observa el crecimiento bacteriano
para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), definida como la menor
concentracion capaz de inhibir visiblemente el crecimiento del microorganismo. Este
procedimiento proporciona informacibn mas precisa sobre la potencia

antimicrobiana de los extractos evaluados (Wiegand et al., 2008).

La determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB) complementa la
evaluacion microbiologica de la actividad antibacteriana. Mientras que la CMI

permite conocer la capacidad inhibitoria del compuesto, la CMB identifica la menor
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concentracion capaz de eliminar completamente el microorganismo. Para ello, las
muestras obtenidas tras la prueba de dilucion son sembradas nuevamente en
medios libres del agente antimicrobiano y posteriormente se verifica la presencia o
ausencia de crecimiento bacteriano. Esta metodologia es importante para
diferenciar si el efecto del compuesto es bacteriostatico o bactericida (Balouiri et al.,

2016).

La adecuada estandarizacion de las condiciones microbiologicas es esencial para
garantizar resultados confiables y reproducibles. Factores como la concentracion
bacteriana, el tipo de medio de cultivo, la temperatura y el tiempo de incubacion
pueden influir significativamente en la actividad observada. Por esta razon,
organismos internacionales como el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) han desarrollado protocolos estandarizados ampliamente utilizados en

estudios de susceptibilidad antimicrobiana (CLSI, 2021).

En los dltimos afios se han incorporado metodologias complementarias para
estudiar con mayor profundidad los mecanismos de accién antimicrobiana y la
formacion de biopeliculas bacterianas. Estas técnicas permiten evaluar efectos
sobre la integridad celular, la permeabilidad de membrana y la capacidad de

adhesion bacteriana (Silva et al., 2023).

2.8.1 Difusion en agar

La difusion en agar constituye una de las técnicas microbiolégicas mas utilizadas
para evaluar la actividad antibacteriana de compuestos quimicos, extractos

vegetales y aceites esenciales. Este método permite determinar de manera
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cualitativa la sensibilidad de distintos microorganismos frente a sustancias con
posible efecto antimicrobiano mediante la observacion de halos de inhibicion
alrededor del agente evaluado. Debido a su sencillez, bajo costo y facilidad de
aplicacion, las técnicas de difusibn en agar son ampliamente empleadas en
investigaciones microbioldgicas, farmacolégicas y relacionadas con productos

naturales (Balouiri et al., 2016).

Uno de los procedimientos mas reconocidos dentro de este grupo es el método de
difusion en disco, también conocido como técnica Kirby-Bauer. Esta metodologia
consiste en colocar discos de papel impregnados con el agente antimicrobiano
sobre la superficie de un medio de agar previamente inoculado con el
microorganismo de interés. Después del periodo de incubacién, se mide el diametro
de los halos de inhibicion formados alrededor de cada disco, los cuales reflejan el
grado de sensibilidad bacteriana frente al compuesto evaluado. El tamafio del halo
permite comparar la eficacia de diferentes sustancias antimicrobianas y establecer

una evaluacion preliminar de su actividad biologica (Hudzicki, 2009).

La difusion en agar también ha sido ampliamente utilizada en estudios relacionados
con productos naturales y extractos vegetales. Autores mencionan gque esta técnica
representa una herramienta Gtil para evaluar de manera preliminar la actividad
antibacteriana de metabolitos secundarios presentes en plantas medicinales. La
aparicion de halos de inhibicién alrededor de los extractos permite identificar
compuestos con potencial antimicrobiano y seleccionar aquellos con mayor

actividad biolGgica para estudios posteriores mas especificos (Valgas et al., 2007).
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Ademas de la difusion en disco, existen variantes como la difusion en pozo y el
método agar plug, empleados principalmente para evaluar sustancias liquidas,
extractos viscosos y metabolitos producidos por microorganismos. Estas técnicas
se basan igualmente en la capacidad del compuesto para difundirse a través del
medio de cultivo sdélido y limitar el crecimiento bacteriano alrededor de la zona de
aplicacion. Gracias a su practicidad y rapidez, los métodos de difusion contindan

siendo ampliamente utilizados en estudios microbioldgicos (Tanim et al., 2024).

La adecuada estandarizacion de las condiciones experimentales es fundamental
para obtener resultados confiables y reproducibles en las pruebas de difusion en
agar. Factores como el grosor del medio de cultivo, la concentracion bacteriana, el
tiempo de incubacion y el tipo de agar utilizado pueden influir significativamente en
el tamafio de los halos de inhibicion. Por esta razon, diferentes protocolos
microbiolGgicos y organismos internacionales recomiendan el uso de agar Mueller-
Hinton bajo condiciones especificas que permitan garantizar la reproducibilidad de

los resultados obtenidos (Cona, 2002).

Asimismo, se han comparado los métodos Kirby-Bauer y la difusion en pozo han
reportado diferencias en el tamafio de los halos de inhibicion dependiendo de la
naturaleza del compuesto evaluado. La difusion en pozo suele favorecer la
evaluacion de extractos liquidos y aceites esenciales, ya que permite utilizar
mayores volumenes de muestra. No obstante, ambas metodologias son

consideradas herramientas Utiles para las evaluaciones (Zada, 2021).
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2.8.2 Determinacion de halo de inhibicion

La determinacion del halo de inhibicion constituye uno de los procedimientos mas
importantes en las pruebas microbiolégicas de difusion en agar, ya que permite
evaluar la sensibilidad de distintos microorganismos frente a agentes
antimicrobianos. El halo corresponde a la zona clara observada alrededor del disco,
pozo o sustancia evaluada donde no existe crecimiento bacteriano visible. El
didmetro de esta area refleja la capacidad del compuesto para difundirse a través
del medio de cultivo e inhibir el desarrollo del microorganismo analizado (Jorgensen

y Ferraro, 2021).

La medicion de estas zonas de inhibicion se realiza generalmente en milimetros
mediante reglas calibradas o instrumentos digitales de precision. Para obtener
resultados confiables, las lecturas deben efectuarse una vez concluido el periodo
de incubacidon y considerando el diametro total del area libre de crecimiento
bacteriano. Diversos protocolos microbiolégicos recomiendan realizar las
observaciones sobre la parte posterior de la caja Petri y bajo condiciones adecuadas
de iluminacion, con el fin de facilitar una medicion mas precisa y reproducible

(Hudzicki, 2009).

La interpretacion de los resultados permite establecer el grado de sensibilidad
bacteriana frente al compuesto evaluado. En términos generales, didmetros
mayores indican una mayor susceptibilidad del microorganismo, mientras que halos
pequefios 0 ausentes sugieren resistencia o baja sensibilidad. Sin embargo, la

interpretacion debe realizarse considerando aspectos como la naturaleza del
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compuesto, su capacidad de difusion y las condiciones experimentales empleadas

durante el ensayo microbiolégico (Balouiri et al., 2016).

Existen diversos factores que pueden influir significativamente en el tamafo de las
zonas de inhibicion obtenidas durante las pruebas de difusion en agar. Entre los
mas importantes se encuentran el grosor del medio de cultivo, la densidad del
in6culo bacteriano, el tiempo de incubacién, la temperatura y la composicion del
agar utilizado. Variaciones en cualquiera de estas condiciones pueden modificar la
difusion del agente antimicrobiano y afectar la reproducibilidad de los resultados

microbioldgicos (Cona, 2002).

La medicién de los halos de inhibicibn representa una herramienta util para
comparar la actividad antibacteriana de diferentes extractos o concentraciones. Este
método permite identificar sustancias con potencial antimicrobiano y realizar
comparaciones preliminares sobre su eficacia frente a bacterias patégenas (Valgas

et al., 2007).

En los dltimos afos, el desarrollo de métodos digitales y automatizados ha permitido
mejorar la precision en la medicion de las zonas de inhibicién. Algunas tecnologias
actuales utilizan analisis computarizados e imagenes digitales para disminuir
errores de interpretacion y aumentar la reproducibilidad de los resultados. Estas
herramientas complementan los métodos convencionales y favorecen una mayor
estandarizacion de las pruebas microbioldgicas empleadas en investigaciones

sobre actividad antimicrobiana (Tanim et al., 2024).
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2.9 Uso potencial de extractos vegetales como alternativa a
antibioticos
El aumento de la resistencia antimicrobiana ha impulsado la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas que permitan disminuir el uso excesivo de antibiéticos
convencionales. En este contexto, los extractos vegetales y sus compuestos
bioactivos han despertado un importante interés cientifico debido a sus
propiedades. Muchos metabolitos presentes en plantas medicinales poseen la
capacidad de actuar frente a bacterias patdgenas mediante diferentes mecanismos
de accion, lo que los convierte en una alternativa prometedora para el control de

infecciones bacterianas (Nazzaro et al., 2022).

Los extractos vegetales poseen diversos compuestos, los cuales han mostrado
actividad frente a distintos microorganismos patégenos. Estos metabolitos pueden
afectar la integridad de la membrana celular bacteriana e interferir en procesos
esenciales para el crecimiento microbiano. Aunque los resultados obtenidos hasta
ahora son prometedores, todavia existen limitaciones relacionadas con la
estandarizacion de dosis y la variabilidad en la composicion quimica de los extractos

(Batiha et al., 2022).

Cabe destacar que han reportado que extractos vegetales y aceites esenciales
presentan actividad frente a bacterias multirresistentes de importancia en la
medicina. Algunos metabolitos naturales han demostrado capacidad inhibitoria
contra microorganismos resistentes, ademas de potenciar la accion de ciertos
antibiéticos cuando son utilizados de manera conjunta. Estas interacciones podrian

contribuir a disminuir las dosis requeridas de antimicrobianos y, en consecuencia,
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reducir la presion selectiva relacionada con la aparicion de nuevas resistencias

bacterianas (Bouyahya et al., 2022).

En medicina veterinaria, los extractos vegetales han sido propuestos como una
alternativa natural para el control de enfermedades infecciosas en animales de
produccion y de compafia. El uso indiscriminado de antibiGticos en sistemas
pecuarios ha favorecido la diseminacion de bacterias resistentes, generando
preocupacion tanto en salud animal como en salud publica. Debido a ello, diferentes
estudios han evaluado el potencial de compuestos vegetales para disminuir la carga
bacteriana, mejorar la salud intestinal y complementar tratamientos antimicrobianos

en distintas especies animales (Rhouma et al., 2023).

Por otra parte, algunos extractos vegetales han mostrado efectos sinérgicos cuando
se combinan con antibiéticos convencionales. Esta interaccion puede incrementar
la eficacia antimicrobiana frente a bacterias resistentes y disminuir la concentracién
necesaria de determinados farmacos. Los efectos combinados entre metabolitos
vegetales y antibidticos representan una estrategia prometedora para enfrentar el

problema global de la resistencia bacteriana (Adeyemi et al., 2023).

Ademés de inhibir el crecimiento bacteriano, ciertos compuestos bioactivos de
origen vegetal poseen capacidad para interferir en la formacion de biopeliculas
bacterianas. Las biopeliculas constituyen estructuras complejas que protegen a las
bacterias frente a antibidticos y mecanismos de defensa del hospedador,
dificultando el tratamiento de infecciones persistentes. Algunos extractos vegetales
pueden disminuir la adhesion bacteriana y alterar la formacidn de estas estructuras,

ampliando asi su potencial terapéutico (Silva et al., 2023).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacion del experimento

El experimento se realiz6 en el laboratorio de quimica del Departamento de Ciencias
Basicas de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Torreon,
Coahuila de Zaragoza, México, durante el mes de mayo de 2026. Las coordenadas
geogréficas de las instalaciones corresponden a 103° 25' 57" de longitud oeste y
25° 31' 11" de latitud norte, con una altitud de 1,123 metros sobre el nivel del mar

(INEGI, 2025).

3.2 Material vegetal y preparacion de la muestra

Se recolectaron hojas de Eucalyptus spp., las cuales se lavaron rapidamente con
agua destilada y se secaron con toallas. Posteriormente, las hojas se cortaron en
tiras finas con el fin de facilitar el secado y la molienda. Se distribuy6 un total de
200-300 g de peso fresco en charolas previamente etiquetadas (Y1, Y2, Y3),
colocando entre 30 y 50 g de material por charola. De manera paralela, se tomé una
submuestra de 10 g de peso fresco para la determinacion del contenido de

humedad.

El secado se realizé en estufa a 55 °C. Se aplic6 un ciclo inicial de 90 minutos con
las charolas destapadas; transcurrido este tiempo, el material se aire6 con espatula
y seregreso a la estufa por periodos adicionales de 30 minutos. Entre cada periodo,
las muestras se enfriaron cubiertas con una charola invertida durante 10 minutos
antes de registrar su peso (P1, P2, etc.), repitiendo el procedimiento hasta alcanzar

peso constante. El mismo proceso se aplico a la submuestra de humedad hasta
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obtener masa constante, lo que permitio calcular el porcentaje de humedad del
material. Una vez seco, el material vegetal se conservé cubierto con papel aluminio

en cuarto frio hasta su procesamiento.

3.3 Obtencién de los extractos

A partir del material seco se prepararon extractos foliares utilizando tres solventes
de distinta polaridad: agua destilada (extracto acuoso, AQ), etanol al 96 % (extracto
etandlico, ET) y etanol al 70 % (extracto hidroalcohdlico, HA70), cada uno por

triplicado (R1, R2 y R3).

El material seco se macerd en mortero hasta obtener un polvo fino. Se pesaron 2 g
de polvo por muestra, por triplicado y cada uno por duplicado (4 g por repeticion),
los cuales se depositaron en tubos Falcon de 50 mL. A cada tubo se afiadieron 20
mL del solvente correspondiente, conformando seis tubos por solvente, los cuales
se cerraron, se cubrieron con aluminio y se agitaron durante 24 horas a 100-150

romy 25 °C.

Concluida la agitacién, los duplicados de cada repeticion se combinaron en un vaso
de precipitados, obteniéndose tres extractos por solvente (por ejemplo, AQR1,
AQR2 y AQR3) (Figura 1). Cada vaso se cubrid con aluminio perforado y se coloco
en bafio Maria a 70 °C durante 2 horas, agitando suavemente con varilla de vidrio
cada 10-15 minutos. Posteriormente, los extractos se prefiltraron con gasa para
retirar las fibras y se filtraron a través de papel Whatman No. 1; el residuo se enjuago
con 5-10 mL del mismo solvente, que se incorpor¢ al filtrado, y se registro el

volumen final obtenido (V_filtrado).
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El filtrado se transfirio a capsulas de porcelana previamente taradas y se evaporo
en bafio Maria a 50 °C, bajo cubierta de aluminio perforada, hasta alcanzar una
consistencia espesa. El secado se mantuvo a 50 °C hasta masa constante (dos
pesadas consecutivas con una diferencia menor al 1 %), registrando el peso del
extracto seco (m_ext). Los extractos secos se conservaron a 4 °C. Para la
realizacion de los ensayos, cada extracto se reconstituyé hasta alcanzar una

concentracion final de trabajo de 10 mg/mL.

Figura 1 Preparacion de tres extractos en vaso precipitado por solvente.

3.4 Cepa bacteriana

La cepa bacteriana de Escherichia coli ATCC 25922 empleada en este estudio fue
proporcionada por el Laboratorio de Investigacion en Bioenergética Solar del
Instituto Tecnoldgico de La Laguna (Coahuila, México). La cepa se cultivdé de
manera rutinaria en placas de agar Luria—Bertani (LB) en condiciones aerobias a 37
°C, temperatura correspondiente a su crecimiento 6ptimo. Para su conservacion, se

prepararon stocks bacterianos en glicerol al 20 % (v/v) y se almacenaron a -80 °C
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hasta su utilizacion. Para los ensayos posteriores se seleccionaron colonias

individuales a partir de las placas de agar LB.
3.5 Determinacién de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se cuantificé6 mediante el método de Folin—Ciocalteu
(Singleton et al., 1999). Se utilizaron 50 uL de extracto (Figura 3) y la cuantificacion
se realizo a partir de una curva de calibraciéon construida con acido galico como
estandar de referencia, midiendo la absorbancia en un espectrofotémetro UV-Vis.
Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por

gramo de extracto (mg GAE g™1). Cada extracto se evalud por triplicado.

Figura 2 Preparacion de diluciones de extractos por triplicado.

3.6 Determinacion de flavonoides totales
Los flavonoides totales se cuantificaron en un espectrofotémetro UV-Vis
(CGOLDEN-WALL) a 510 nm (Figura 2), conforme a la metodologia descrita por

Hernandez-Hernandez et al. (2019). Se emple6é quercetina como compuesto de

referencia y los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de
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guercetina por gramo de extracto (mg QE g™). Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

Figura 3 Cuantificacion de flavonoides totales en espectrofotometro.

3.7 Evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH)
La capacidad antioxidante se determiné mediante el método de captacién del radical
libre DPPH (Brand-Williams et al., 1995). Para cada extracto se evaluo una serie de
concentraciones crecientes (25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL), empleando 50 uL de
extracto por reaccion e incluyendo un blanco de muestra para corregir la

absorbancia propia de cada extracto.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién del radical, calculado

mediante la ecuacion:

% de inhibicion = [(A_control — (A_muestra — A_blanco)) / A_control] x 100
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donde A_control corresponde a la absorbancia de la solucion de DPPH sin extracto,
A_muestra a la absorbancia de la mezcla extracto-DPPH y A _blanco a la

absorbancia del extracto sin radical.

3.8 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana de los extractos se evalu6 mediante el método de
difusién en agar por pozos frente a Escherichia coli ATCC 25922 (Figura 4). Como
medio de cultivo se empled agar nutritivo (Merck), preparado y esterilizado conforme
a las indicaciones del fabricante (esterilizacion en autoclave a 121 °C durante 15
minutos), de acuerdo con la metodologia reportada por Buendia et al. (2022). A
partir de colonias jovenes se prepard una suspension bacteriana que se inoculé de
manera uniforme sobre la superficie de las placas de agar con ayuda de un hisopo
estéril. Posteriormente se realizaron pozos en el medio, en los cuales se depositaron
tres volumenes distintos de cada extracto (20, 35 y 50 uL), incluyendo en cada placa
los controles correspondientes de cada solvente. Las placas se incubaron a 35-37

°C durante un periodo de 18 a 24 horas.

Concluida la incubacion, se midié el diametro del halo de inhibicién formado
alrededor de cada pozo, expresando los resultados en milimetros (mm). Cada

tratamiento se evaluo por triplicado.

3.9 Disefio experimental y analisis estadistico

El estudio se desarrollo bajo un disefio completamente al azar, evaluando el efecto
del tipo de solvente de extraccion y del volumen de extracto aplicado sobre la

actividad antibacteriana, asi como el efecto del solvente sobre el contenido de
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compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante. Cada tratamiento cont6 con tres
repeticiones. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA)
para identificar diferencias significativas entre tratamientos. Cuando se detectaron
diferencias estadisticas, se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey
con un nivel de significancia de p < 0.05. Los analisis se realizaron mediante

software estadistico especializado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Contenido de fenoles totales

El extracto hidroalcohdlico (HA70) presentd el mayor contenido fendlico, seguido
del etandlico y del acuoso. Sin embargo, el andlisis estadistico no detectd
diferencias significativas entre los tres solventes (Tukey, p > 0.05), por lo que
comparten la misma literal. Esta falta de significancia se atribuye a la elevada
variabilidad entre repeticiones y al reducido niumero de réplicas (n = 3). Pese a ello,
la tendencia numérica coincide con lo reportado en la literatura, donde las mezclas
hidroalcohdlicas favorecen la extraccion de compuestos fendlicos por su polaridad
intermedia (Kim et al., 2023; Sousa et al., 2018; Moges et al., 2024). Debe
considerarse, ademas, que las lecturas del extracto HA70 y una repeticién del ET
superaron el ultimo punto de la curva de é&cido galico, por lo que esos valores
corresponden a una extrapolacion; el extracto acuoso se mantuvo dentro del

intervalo de calibracion y mostré la menor variabilidad.

Cuadro 1 Contenido de fenoles totales en extractos foliares de Eucalyptus spp.

Extracto Fenoles totales (mg GAE g~ 1)

HA70 (etanol 70 %) 1025+16.12

ET (etanol 96 %) 82.9+2454

AQ (acuoso) 70.2+3542
Medias + desviacion estandar (n = 3). Medias con la misma letra no difieren
significativamente (Tukey, p < 0.05).

4.2 Contenido de flavonoides totales
Al igual que en los fenoles, el contenido de flavonoides fue numéricamente mayor
en el extracto hidroalcoholico, pero sin diferencias estadisticamente significativas

entre solventes (Tukey, p > 0.05). Estos valores deben interpretarse con especial
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reserva, ya que la mayoria de las absorbancias excedieron de forma considerable
el intervalo de la curva de quercetina (estdndar maximo de 0.6 mg/mL), por lo que
constituyen extrapolaciones que probablemente sobreestiman el contenido real; se
recomienda repetir la lectura con las muestras diluidas para que las absorbancias
gueden dentro del intervalo lineal. La elevada desviacién del extracto etandlico se
explica por una repeticion cuya reaccién no desarroll6 color (absorbancia cercana

al blanco), lo que aumento su variabilidad.

Cuadro 2 Contenido de flavonoides totales en extractos foliares de Eucalyptus spp.

Extracto Flavonoides totales (mg QE g~ 1)
HA70 (etanol 70 %) | 293.5 +105.02

AQ (acuoso) 236.1+35.1°2

ET (etanol 96 %) 152.5+121.52

Medias *+ desviacién estandar (n = 3). Medias con la misma letra no difieren
significativamente (Tukey, p < 0.05).

4.3 Actividad antioxidante (DPPH)

Los extractos HA70 y AQ mostraron una actividad antioxidante elevada y
dependiente de la concentracion, superando el 70 % de inhibicion desde los 25
ug/mL y alcanzando un platé cercano al 90-97 % a partir de los 100 pg/mL, lo que
indica una ICs ( inferior a la menor concentracion evaluada. El extracto etandlico
presento valores notablemente menores; no obstante, la diferencia respecto a HA70
y AQ solo resulto significativa a 50 ug/mL, ya que la marcada variabilidad entre las
repeticiones del extracto etanodlico impidié detectar diferencias en las demas
concentraciones. La mayor capacidad antioxidante de los extractos HA70 y AQ es

congruente con su mayor contenido fendlico, dado que los compuestos fendlicos
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son los principales responsables de la captacién de radicales libres en Eucalyptus

(Nasir Shah et al., 2023; Hamada et al., 2024).

La actividad antioxidante se expreso Unicamente como porcentaje de inhibicion. No
fue posible calcular los equivalentes Trolox a partir de la curva de calibracion
disponible, ya que esta se construy6 bajo una absorbancia control distinta a la del
ensayo realizado, lo que generaria valores no validos para los extractos de menor
actividad; para reportar la capacidad antioxidante como equivalentes Trolox (TEAC)
se requeriria una curva de Trolox elaborada bajo las mismas condiciones del

ensayo.

Cuadro 3 Porcentaje de inhibicion del radical DPPH por concentracion.

Extracto | 25 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 150 ug/mL | 200 pg/mL
HA70 77.42 94.42 95.84 97.14 95.02
AQ 71.72 84.02 90.6 2 91.74 90.02
ET 33.92 30.0b 52.82 61.32 56.02

Las literales comparan los solventes dentro de cada concentracion (Tukey, p <
0.05); medias con la misma letra no difieren.

4.4 Actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli

A diferencia de las variables anteriores, la actividad antimicrobiana si mostro
diferencias estadisticamente significativas. El analisis de varianza fue altamente
significativo para el solvente (F = 5261.3; p < 0.001), el volumen (F = 710.8; p <
0.001) y su interaccion (F = 646.8; p < 0.001). La prueba de Tukey ubico al extracto
HA70 en el grupo de mayor actividad (literal "a") en los tres volimenes, sin

diferencias entre ellos; el extracto etanodlico unicamente fue activo a 50 pL (literal
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"b"), mientras que el extracto acuoso y el etandlico a volimenes bajos no

presentaron inhibicién (literal "c").

La superioridad del extracto hidroalcohdlico concuerda con su mayor contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides, a los que se atribuye la alteracién de la
membrana celular y la interferencia en el metabolismo bacteriano (Khanem et al.,
2025; De Fazio et al., 2024). La ausencia de actividad del extracto acuoso indica
gue los compuestos responsables son de naturaleza preferentemente polar-
organica, mejor recuperados con mezclas hidroalcohdlicas que con agua (Mulu et
al., 2022). Los halos fueron moderados y apenas superiores al diametro del pozo,
lo cual es esperable dado que E. coli, por ser una bacteria Gram negativa, posee
una membrana externa que limita la difusion de muchos antimicrobianos vegetales;
magnitudes similares se han reportado en extractos vegetales frente a esta bacteria
(Buendia et al., 2022; De Fazio et al., 2024). Cabe sefialar que en dos placas el
control de etanol al 96 % produjo halos (= 9 mm), lo que sugiere un posible efecto
residual del solvente o un artefacto puntual que debe considerarse al interpretar la

actividad del extracto etanolico.

Cuadro 4 Diametro del halo de inhibicion (mm) de los extractos frente a E. coli.

Extracto 20 pL 35 pL 50 pL
HA70 (etanol 70 %) | 8.35+ 0.262 | 8.02+0.182 | 843+ 0.152
ET (etanol 96 %) 0.00 ¢ 0.00 ¢ 7.82+0.39b
AQ (acuoso) 0.00¢ 0.00¢ 0.00¢

Medias + desviacion estandar (n = 3). Las literales comparan las combinaciones
solventes x volumen (Tukey, p < 0.05); medias con la misma letra no difieren.
Diametro del pozo = 7 mm.



55

5. CONCLUSIONES

Los extractos foliares de Eucalyptus spp. obtenidos con tres solventes de distinta
polaridad presentaron compuestos bioactivos y actividad biologica frente a
Escherichia coli. El extracto hidroalcohdlico (etanol 70 %) reunié los mayores
valores de fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante; no
obstante, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas respecto a los

demas solventes, debido a la alta variabilidad entre repeticiones.

En la actividad antimicrobiana si se observaron diferencias significativas: el extracto
hidroalcohdlico fue el Unico que inhibié de manera consistente el crecimiento de
Escherichia coli en los tres volimenes evaluados, mientras que el extracto etandlico
mostro actividad unicamente a 50 pL y el extracto acuoso no presento inhibicion en

ninguna condicién.

Con base en estos resultados, se concluye que el solvente hidroalcohdlico (etanol
70 %) es el mas eficiente para la obtencion de extractos foliares de Eucalyptus spp.
con actividad antioxidante y antibacteriana, lo que respalda su potencial como
fuente de compuestos naturales frente a Escherichia coli. Se sugiere ampliar el
namero de repeticiones en estudios posteriores para confirmar las tendencias

observadas en el contenido de compuestos bioactivos.
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