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Resumen

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de las
concentraciones del extracto hidroalcohdlico y el aceite esencial de Campomanesia
xanthocarpa “guavird” en el crecimiento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis y Streptocuccus agalactiae, planteandose la hip6tesis de que tanto el
aceite esencial como el extracto hidroalcohdlico tiene efecto inhibidor en el crecimiento de
dichas cepas. El tipo de investigacién es aplicada con disefio experimental, empleando las
hojas de C. xanthocarpa para obtener aceite esencial por hidrodestilaciéon de arrastre de
vapor, extracto hidroalcohdlico a 50°, 60° y 70°y extracto glicélico con glicerina al 87% por el
método de maceracion. La siembra de las cepas patégenas se hizo en camada y para fijar las
concentraciones se utilizé el método por difusion. Para el andlisis de resultados, se utilizé el
analisis de varianza y comparaciones multiples con la prueba de Tukey para identificar si el
promedio de las medias de los halos es diferente con respecto algun tratamiento; es asi que,
el extracto hidroalcohdlico de C. xanthocarpa a 70° tiene mayor efecto inhibitorio en las
concentraciones respecto a los demas extractos, encontrandose asi a las cepas de

Staphylococcus aureus sensible frente a dicho extracto con un halo de 14 mm.

Palabras claves: bactericida, efecto inhibidor, hidrodestilacién por arrastre de vapor,

maceracion alcohdlica.

Abstract

The objective of the present study is to evaluate the effect of the concentrations of
hydroalcoholic extract and the essential oil of Campomanesia xanthocarpa "guavira" on the
growth of Sthapylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis and Streptococcus
agalactiae, under the hypothesis that both the essential oil and the hydroalcoholic extracts

have an inhibitory effect on the growth of these strains. An applied research with an
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experimental design was utilised, using the leaves of C. xanthocarpa to obtain the essential oil
by steam hydrodistillation, hydroalcoholic extract at 50 °, 60 ° and 70 ° and the glycolic extract
by using 87% glycerin. The sowing of the pathogenic strains was carried out in litters and the
diffusion method was used to set the concentrations. For the analysis of results, the analysis
of variance and multiple comparisons with the Tukey test were used to identify if the average
of the means of halos is different in relation to the treatment, thus the hydroalcoholic extract of
C. xanthocarpa at 70° showed a greater inhibitory effect in the concentrations compared to the
other extracts, and that Staphylococcus aureus strains are sensitive to this extract with a halo

of 14 mm.

Key words: Bactericidal, inhibitory effect, steam hydrodistillation, alcoholic maceration.

1. Introduccién

En el pais se cuenta con numerosas especies de plantas con frutos comestibles, pero en la
mayoria de ellas no se encuentran datos, al menos suficientes sobre su composicién en
nutrientes y compuestos bioactivos. Sin embargo se producen cambios en la flora de la zona
por la deforestacion y el aumento de asentamientos rurales, lo que lleva a la extincion de
algunas especies (1).

La especie Campomanesia xanthocarpa Mart. ex. O. Berg popularmente conocida como
guavira y pertence a la familia Myrtaceae, planta nativa del Paraguay asi como también
endémica del Brasil y Uruguay (2). En su composicion nutricional destaca su elevadisimo
contenido de vitamina C (17,8 mg.100 g1), y con solo consumir tres frutos de C. xanthocarpa
casi se cubren los requerimientos diarios de esta vitamina (65 a 90 mg/dia). Su capacidad
antioxidante total también es de interés ya que es superior a los 500 mg.100 g-1 (3) (4).

La etimologia del Campomanesia indica el género dedicado por Ruiz y Pavon al diploméatico
espafiol Pedro Rodriguez Campomanes y Sorrida (1723-1803), director de la Real Academia
de Historia de Madrid. EI nombre de la especie Xanthocarpa, proviene del griego xanthos
amarillo y karpos fruto, por el color de sus frutos comestibles una vez maduros (2)(5)(6).
Esta planta se puede hallar en abundancia en las zonas de la region Oriental de Paraguay,
como ser el Alto Parand, Itapua, Misiones y Caazapa. Puede adaptarse al clima caluroso y
ademas en lugares sombreados (7). Sus frutos redondos, cuando estdn maduros son de
colores amarillo-anaranjados, pulposos y tienen un sabor dulce, por lo que son consumidos
por las aves y el hombre (8).

Los alimentos estan constantemente expuestos a la contaminacién causada por agentes

patégenos, adquiridos durante el almacenamiento, el transporte o el procesamiento después
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de la cosecha, lo que traen consigo pérdidas significativas en la calidad, cantidad y
composicion de nutrientes, con la consecuente reduccion del valor en el mercado (9). Segun
la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, los casos
registrados de pérdidas de alimentos en mal estado en los que se incluyen cereales, granos,
nueces, frutas, verduras, carnes y especias, se reportan en cifras equivalentes a toneladas
métricas de alimentos cada afio (9) (10).

Con el propésito de generar una mayor inocuidad alimentaria, se deben originar alternativas
que conduzcan a los conservantes antimicrobianos naturales como fuentes de inhibicion de
microorganismos, para garantizar el aprovechamiento y prolongar la vida util de los alimentos,
disminuyendo asi los conservantes quimicos.

En este contexto, en los Ultimos afos los aceites esenciales naturales se han convertido en
un tema de investigacion en beneficio de la industria alimentaria puesto que han demostrado
una importante actividad bacteriana frente a microorganismos Gram positivos y Gram
negativos (9).

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por
arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de
alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (11). Son mezclas
complejas de hasta mas de 100 componentes que pueden ser compuestos alifaticos de bajo
peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos), monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos (12).

La extraccion discontinua o simultanea incluye la maceracion, una extraccion que se realiza
a temperatura ambiente protegida de la luz (13). Consiste en remojar el material vegetal,
debidamente fragmentado en un solvente (agua, etanol o glicerina) hasta que éste penetre y
disuelva las porciones solubles, tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con
agitacion esporadica, luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el solvente
en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto (13) (14).

El objetivo general de este trabajo consiste en evaluar los parametros fitoquimicos y
capacidad antibacteriana del extracto de Campomanesia xanthocarpa (guavira), frente a

algunos microorganismos patégenos que contaminan los alimentos.
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2. Materiales y Métodos

El tipo de estudio de la investigacion fue aplicado con disefio experimental con post prueba
Gnicamente y numero de repeticiones, y la toma de muestra del Campomanesia xanthocarpa
se realiz6 durante el afio 2020 tomando en cuenta solamente a las hojas que hayan madurado
recientemente y cuyo crecimiento se ha detenido, pero no estén en estado senil, excluyendo
plantas que han estado bajo largo periodo de estrés climéatico o nutricional, que presenten
dafio mecanico, atacadas por insectos o por enfermedades.

La obtencién de los extractos se realizé inicialmente llevando a secado en estufa por
conveccion de aire a 40°C las hojas recogidas por un periodo de 6 a 7 horas
aproximadamente. Luego del secado las hojas fueron procesadas a molienda mecéanica
(licuadora marca Philips) y posteriormente filtradas con tamiz de abertura 50mm x 70mm, y
almacenadas en frascos herméticos hasta su uso. Para la maceracion se realizaron 3
concentraciones de alcohol 50° (50/50 agua/alcohol), 60° (40/60 agua/alcohol) y 70° (30/70
agua/alcohol), y para el extracto glicélico se utilizé glicerina pura (C3H803) 87% de la marca
Biopack. Fueron mezclados 500 gr. de las hojas de C. xanthocarpa con 500 ml de alcohol 50°,
500 gr. de las hojas de C. xanthocarpa con 500 ml de alcohol 60°, 500 gr. de las hojas de C.
xanthocarpa con 500 ml de alcohol 70° y 500 gr. de las hojas de C. xanthocarpa con 500 ml
de glicerina 87%, cada una de las mezclas en un frasco de color &mbar con tapa esmerilada
sellado con parafilm, y llevado a un lugar seco y fresco en ausencia de luz con agitaciéon
esporadica durante un periodo de 8 dias. El producto final fue filtrado con una bomba de vacio
de la marca htc, kitasato de 1000 ml y embudo de buchner con papel de filtro cualitativo, y
llevado a estufa a 40°C por un lapso de 24 horas.

Para la extraccion del aceite esencial se utilizé un equipo de arrastre de vapor de agua tipo
Antonacopoulos de la marca IVA. Se pesaron 50 g de las hojas procesadas de C. xanthocarpa
y fueron introducidas en la ampolla de Antonacopoulos, se agreg6 agua destilada estéril para
que la muestra baje hasta el fondo de la ampolla, se agregaron perlas de vidrio antiespuma.
Se afiadié agua destilada al balén generador de vapor hasta el 50% de su capacidad y fueron
agregadas las perlas de vidrio para regularizar la ebullicién. Fueron conectadas todas las
partes del equipo como el refrigerante y las conexiones de agua, y una vez armado el sistema,
se llevd a temperatura media de 60 a 70°C por 4 horas. En un erlenmeyer de 500 ml fueron
recogidas las gotas del producto obtenido en total un volumen de 153 ml, el mismo fue
almacenado a temperatura ambiente en un frasco de color &mbar con tapa a rosca hasta su
uso.

Para garantizar la calidad de esta prueba se emplearon las cepas de coleccién siguientes:
gram positivos S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, S. agalactiae identificado
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mediante un sistema automatizado (Vitek2), gram negativo E. coli ATCC 25922. Para la
actividad antimicrobiana se utilizo el medio de cultivo Muller Hinton vertido en placas petri de
15mm con 25 ml de medio de cultivo y en los tratamientos se aplico el método de difusion en
pozo (Kirby-Bauer modificado) con 30 uL de extracto inoculado en cada pocillo. La técnica de
siembra fue en camada o superficial con el propésito de aplicar las concentraciones obtenidas.
Para la preparacién del inéculo se estandarizé en 5x108 unidades formadoras de colonia
(UFC) equivalente al patrén de 0.5 en la escala de Mac Farland incubadas a 37°C. Fueron
consideradas 5 repeticiones para cada concentracion, calculando el diametro del halo medido
en mm en base a los estdndares del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(NCCLS), para evaluar el efecto inhibitorio del desarrollo bacteriano. Se incubaron controles
de etanol 50°, 60° y 70° (v/v) y glicerina sin extractos, para contrastar con los resultados de

los extractos.

Tabla 1. Patrones estandar del halo de inhibicién para los microorganismos en estudio

puntos de corte equivalentes a la CMI y didmetro del halo de inhibicion.

Halos de

Cepas Interpretacién Carga del disco pL inhibicién (mm)

Sensible 30 >13

S aurzesLészéA Tee Intermedio 30 11-13
Resistente 30 <11
E. coli Sensible 30 >18

ATCC Intermedio 30 15-17
25922 Resistente 30 <14
Sensible 30 >17

Enterococcus Intermedio 30 15-16
Resistente 30 <14
Sensible 30 >19

Streptococcus Intermedio 30 16-18
Resistente 30 <15

Sensible: significa que el crecimiento del microorganismo esté inhibido a la concentracion farmaco
0 extracto.

Intermedia: significa que el crecimiento del microorganismo esta inhibido solamente a la dosis
maxima recomendada.

Resistente: significa que el microorganismo es resistente a las concentraciones del farmaco o
extracto.

Estas normas de interpretacion las ha establecido el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).
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Se realizaron andlisis fisicoquimicos a las hojas antes de la extraccibon como Humedad (N°
984.25; AOAC, 1997), pH (potenciometria directa), Proteinas (928.65; AOAC, 1997), Cenizas
(940.26; AOAC, 1997).

3. Resultados y Discusién

3.1. Resultados Fisicoquimicos

Los resultados fisicoquimicos realizados a las hojas de C. xanthocarpa fueron los siguientes:

Tabla 1. Resultados fisicoquimicos del andlisis de las hojas de C. xanthocarpa

Determinacién Resultados Método
Humedad antes del secado: 22% N° 984.25; AOAC, 1997
Humedad después del 2 54% N° 984.25; AOAC, 1997
secado:
Azlcares reductores .
- +++ Fehling
(cualitativo)
pH (8:1;agua:hojas) 5,8 potenciometria directa
Proteinas 2,2 N° 928.65; AOAC, 1997
Cenizas 6,8% N° 940.26; AOAC, 1997

Liebermann-Bouchard para

Triterpenos ++ .
P terpenoides.

3.2. Actividad inhibitoria de extractos sobre los microorganismos

Los resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos de C. xanthocarpa frente a los

diferentes microorganismos se detallan a continuacion:
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Tabla 2. Resultados de actividad inhibitoria de los extractos.

S. E. E. coli
. S. aureus . . .
Concentraciones n . agalactiae faecalis X DS
X (mm) . .
X (mm) X (mm) (mm)
Hidroalcoholico al 50% 5 6 7 5 0,1
Hidroalcohdlico al 60% 5 9 7 8 7 0,1
Hidroalcohdlico al 70% 5 14 7 10 10 3
Aceite esencial por arrastre de vapor 5 0 0 0 0 0
Glicolico 5 4 4 3 0 2
Alcohol 50% 5 0 0 0 0 0
Alcohol 60% 5 0 0 0 0 0
Alcohol 70% 5 2 0 0 0 1
Glicerina 87% 5 0 0 0 0 0

Observandose que hubo una inhibicién de 14 mm de las cepas de Staphylococcus aureus
frente a el extracto hidroalcohdlico de C. xanthcarpa 70° catalogandose como sensible frente
a él segun la tabla del CLSI. (15) Mientras que las demas cepas denotaron susceptibilidad
intermedia y resistente frente a los extractos.

Extractos frente a bacterias

S. aureus S. agalactiae  E. faecalis x E.coli x
X (mm) (mm) (mm)

m Hidroalcohdlico al 50%
Hidroalcohdlico al 60%
Hidroalcohdlico al 70%

m Aceite esencial por arrastre de vapor

m Glicdlico

m Alcohol 50%

m Alcohol 60%

m Alcohol 70%

Gréafico 1. Media de la medida de los halos frente a los extractos.

*Media del diametro del halo en mm a diferentes concentraciones de los extractos y controles.
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3.3. Andlisis estadisticos

Fueron realizados andlisis de ANOVA de dos factores teniendo en cuenta a los
microorganismos y a los extractos y comparaciones multiples con la prueba de Tukey en el
programa estadistico R, para comparar los diferentes tratamientos de acuerdo al promedio

obtenido de las medias de los halos.

Tabla 3. Andlisis de varianza de las concentraciones de todos los extractos utilizados:

Factores Hidroalcohdélico Hidroalcohdlico Hidroalcohélico Arrgztre Extracto
al 50% al 60% al 70% Glicdlico
vapor
S. aureus 7 9 n . p
(mm)
S. agalactiae . g 10 . .
(mm)
E. faecalis . ; 0 . ;
(mm)
E. coli (mm) 6 7 7 0 0

*Tabla de datos computados

Tabla 4. Promedio y Varianza de acuerdo al factor extracto y al factor microorganismo.

Factores Cuenta Suma  Promedio Varianza

S. aureus 5 34 6,8 27,7

S. agalactiae 5 29 5,8 15,2

E. faecalis 5 25 5 14,5

E. coli 5 20 4 13,5
Hidroalcohdlico al 50% 4 25 6,25 0,91666667
Hidroalcoholico al 60% 4 31 7,75 0,91666667
Hidroalcohdlico al 70% 4 41 10,25 8,25
Aceite esencial por arrastre de vapor 4 0 0 0
Glicdlico 4 11 2,75 3,58333333

*Analisis de promedios y varianza entre los halos de inhibicién entre los microorganismos y varianza

de los mismos.

Se observa que el microorganismo S. aureus obtuvo un mayor promedio y una mayor varianza
(6,8 y 27,7 respectivamente) de crecimiento entre los extractos que los demas
microrganismos. Mientras que el extracto hidroalcohdélico a 70% por su parte obtuvo un mayor

promedio y varianza (10,25 y 8,25 respectivamente) que los demés extractos.
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Tabla 5. Aplicacion de ANOVA

Origen de Suma de Grados  Promedio Valor
las de de los F Probabilidad critico
L cuadrados .

variaciones libertad cuadrados para F

Microorg. 21,2 3 7,06666667 4’22282 0,028443348 3’49092 9481

Extractos 263,8 4 65,95 39’99;5 % 7,62171E-07 3’25971 6672

Error 19,8 12 1,65

Total 304,8 19

Segun la aplicacion del analisis ANOVA podemos deducir que entre los microorganismos
hubo una diferencia significativa entre algunas de las medias de los microorganismos en
cuanto al crecimiento con todos los extractos aplicados, debido a que el cociente de dispersion
(F) es mayor a la variabilidad de las observaciones dentro de los grupos, como el valor de
diferencia es pequefio (0,792533464) podemos decir que no todas las medias son diferentes
significativamente.

En cuanto a los extractos podemos observar un cociente de dispersion (F) mucho mayor
(36,710530273), donde si podemos afirmar que no todas las medias son iguales, es decir

existen diferencias significativas en todos los extractos.

4. Conclusiones

En su caracterizacion preliminar, el estudio fitoquimico foliar demuestra gran congruencia con
estudios realizados en otros paises donde los principales componentes de las partes aéreas
frescas de C. xanthocarpa son los compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, alcaloides,
compuestos lacténicos, triterpenos o esteroides, terpenos y acidos organicos los que pueden
estar relacionados con la actividad antiinflamatoria y antibacteriana que se describe en los
estudios farmacoldgicos consultados.

Las cepas de Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis y E. coli, demostraron una
susceptibilidad intermedia y resistente frente a los extractos de aceite esencial por arrastre de
vapor, hidroalcohdlico de C. xanthocarpa 50°, 60°, 70° y glicélico, mientras que la cepa de
Staphylococcus aureus resulté sensible frente al extracto hidroalcohdlico de C. xanthocarpa
70°. En el Brasil, se llevd a cabo el estudio del aceite esencial de C. adamantium en el cual
se verificd actividad antibacteriana para la fraccion de hexano, mientras que se observo
actividad antifungica para la fraccién acuosa y fraccion de taninos acuosa concentrada y para

el acido vanoleico (16).
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En la ciudad de Bogot4, Colombia se realiz6 un trabajo donde fue analizado el extracto de
champa (Campomanesia lineatifolia), como antioxidante en albondigas de bagre donde
concluyeron que la champa posee efectos antioxidantes en la matriz analizada por lo que
puede ser utilizada como antioxidante natural para matrices carnicas en general, lo que
también deja un importante precedente sobre el género Campomanesia (17).

Por lo expuesto se puede concluir que el extracto hidroalcoholico de C. xanthocarpa 70° posee
una actividad bacteriostatica frente a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Para investigaciones posteriores se recomienda estudiar los metabolitos que contiene el C.
xanthocarpa para conocer los compuestos presentes en las hojas, y también formular
peliculas que sirvan como recubrimiento y puedan contener los compuestos de interés para

resguardar los alimentos.

Conflicto de interés: La autora declara que no existe ningun conflicto de interés con respecto

a la publicacién de este articulo.
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