Estudio fitoquimico y actividad antibacterial de Psidium guineense Sw (choba) frente a Streptococcus mutans, agente causal de caries dentales

REV CUBANA PLANT MED 2005;10(3-4)

Universidad Pedagdgicay Tecnol 6gica de Colombia (UPTC-Tunja)
Grupo Asociado de Investigacion Participativa para el Desarrollo Comunitario (GIPA)

Estudio fitoquimico y actividad antibacterial de Psidium guineense Sw
(choba) frente a Streptococcus mutans, agente causal de caries
dentales

1 2
Lic. Adriana Maria Neira Gonzalez, Dra. Martha Beatriz Ramirez Gonzélez vy Lic. Nidia Lizbeth Sanchez

3
Pinto

Resumen

Se comprobaron las potencialidades antibacteriales del extracto etandlicoy de sus fracciones éter de
petrdleo, diclorometano, acetato de etilo y acuosa obtenidos de la cascaray pul pa de Psidium guineense
Sw (choba) frente a la bacteria Gram positiva Streptococcus mutans ATCC 31089 y aunacepadela
misma bacteria aislada de paciente. El S. mutans esta reconocido como el principal agente causal delas
caries dentales. Se comprob0, por técnicas de coloracidn y cromatografia en capa delgada, € contenido
de metabolitos secundarios en los extractos etandlicos crudos y en sus respectivas fracciones. Los
ensayos antibacteriales se realizaron por latécnica de perforacion en gel empleando laescalade 0,5 de

McFarland a 108 ufc/mL. Se utilizd agar base sangre y se aplicaron 50 pL de los extractos etandlicos de
la cascaray la pulpade P. guineense diluidos en DM SO a concentraciones de 400 y 0,4 pg/pL. Segun
los mayores porcentajes de inhibicion obtenidos de estos extractos, se tomaron las fracciones en
concentraciones entre 25 y 100 pug/pL y paralacepa S mutans aislada de paciente, concentraciones de
400y 200 pg/uL. Los extractos etandlicos crudos mostraron actividad frente a estas bacterias; l1as
fracciones de mayor actividad fueron las nombradas M1FA (fraccion acetato de choba fruto cascara
verde seca) y M3FA (fraccion acetato de choba fruto pulpa verde seca). La actividad antimicrobiana de
la especie P. guineense pudiera ser atribuida alos metabolitos secundarios, taninos, flavonoides,
terpenos y aldehidos, presentes en € fruto de esta especie.
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L a especie Psidium guineense Sw (choba) es un arbolito de 2 a2,5 m altura, nativo y de amplia
dispersion en Ameérica Tropical. Pertenece alafamilia Mirtaceae, es propia de pastizalesy matorralesy
prospera en terrenos aridos. La corteza es de color pardo y se descascara. Los frutos son globosos, a
veces ovoides, arométicos, pedunculados, de 1,5 cm de largo; inmaduros son de color verde claro y
sabor acido, maduros son amarillo verdoso, la pulpa de color cremay dulce, de numerosas semillas de
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aproximadamente 0,3 cm, color crema, ovoides, pequefias, de testa dura.

Fig. Fruto de Psidium guineense Sw.
Segun Herbario Nacional Colombiano: No. COL. 495197.

Psidium guineense se diferencia de Psidium guajava por ser mas peguefia. Se usa como planta medicinal
en € interior de Brasil, en una decoccion de las raices paratratar enfermedades urinarias, diarreay

disenteria. En Costa Rica se dice que reduce venas varicosas y Ulceras en las piernas. Una decoccion de

1,2
la hoja se toma para eliminar friosy bronquitis.

L a especie se propaga como un arbusto y se reportan cultivos en la zona de Bocoya, laregion de bajo
Ricaurte-Raguiray municipios aledaios. Sus nombres vulgares en diferentes lugares de Colombia son:
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“Arrayan”, en Buesaco (Narifio), “Choba’, en Villade Leiva (Boyacd).

Dentro de las infecciones més frecuentes de origen bacteriano que ataca ala especie humana, se
encuentrala carie dental y el microorganismo responsable es el Streptococcus mutans. En Colombia, un
estudio de morbilidad oral, realizado por €l Ministerio de Salud Nacional, informé un valor de
incidencia de caries de 88 % para la poblacién colombiana [Colombia. Ministerio de Salud. 111 Estudio
Nacional de Salud Bucal (ENSAB I111); 1999]. La Secretaria de Salud de Boyaca en 1988 report6 que las
infecciones de tejidos dentarios ocupaban el primer lugar de insalubridad y € segundo, las infecciones
intestinales. Se han planteado muchas formas de combatir |a carie dental, entre otros, el uso de productos
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sintéticos. Algunos investigadores estudian |as potencialidades de extractos obtenidos de plantas para
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combuatir las caries dentales.

L os Streptococcus son bacterias que presentan forma de coco, crecen en cadenas o en parejas, no tienen
movimiento, no forman esporas y generalmente reaccionan positivamente ala coloracion de Gram. El S
mutans ha sido el mas aislado en lesiones cariosas en humanos, es el primero en colonizar la superficie
del diente después de la erupcion. Su nombre |o recibe de su tendencia a cambiar de forma, puede
encontrarse como coco 0, de forma mas aargada, como bacilo; tiene un diametro de 0,5a0,75 |,
anaerobio facultativo, afa hemolitico, heterofermentativo en especia acido lactico, presenta una

6
cubierta externallamada glicocalix. Liy Caufield afirman que el S. mutans es considerado € mayor


file:///D|/documentos%20de%20PP/revistas%20para%20servidor/plantas%203-4/f1083-45.jpg

Estudio fitoquimico y actividad antibacterial de Psidium guineense Sw (choba) frente a Streptococcus mutans, agente causal de caries dentales

7.8
agente etiol 6gico de la carie dental en humanos.

En este estudio se identificaron algunos metabolitos secundarios en P. guineense como flavonoides,
terpenoides, taninosy se evaluo su actividad antimicrobiana frente a S. mutans.

Métodos

El desarrollo de este trabajo de investigacion, se llevd a cabo en los laboratorios de Quimica (Facultad
de Ciencias), Fitopatologia (Facultad de Agronomia) de la Universidad Pedagdgicay Tecnoldgica de
Colombiay en laUniversidad Nacional de Colombia, en el laboratorio del grupo de investigacion en
productos naturales, del Departamento de Quimica.

Material vegetal

Se colectaron frutos de la especie P. guineense frescos y sanosy hojas, en lafinca“Bueyero” del Doctor
Meyid Velosa Ruiz en e municipio de Raguira (Boyacd).
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Para este estudio se analizé la cascaray la pulpadel fruto, en estado de madurez verdey pinton, el fruto
fue identificado por el Herbario Nacional Colombiano, con nimero de coleccién 495197.

Microorganismos

El ensayo de actividad antimicrobiana fue realizado con S. mutans ATCC 31089 donada por el Centro
de Investigaciones Odontol 6gicas (American Type Culture Coleccién) y con una cepa aislada de
paciente (viridans) del cepario de la Universidad Javeriana.

Extraccién y fraccionamiento

A partir de 300 g de material vegetal fruto P. guineense en estado seco y pulverizado, se obtuvieron los
extractos etandlicos crudos M 1(choba cascara verde seca), M2 (choba cascara pintona seca), M3 (choba
pulpa verde seca), M4 (choba fruto pulpa pintona seca) y M5 ( choba hojas) por técnicas de maceracion
en frio y percolacion, con 500 mL de etanol al 96 %. Todos los extractos se concentraron en un
rotoevaporador BUCHI R 205 hasta sequedad y se disolvieron, después de secos y pesados, en metanol-
agua; se fraccionaron por el método de reparto con solventes organicos de polaridad creciente: éter de
petrdleo (FE), diclorometano (FD), acetato de etilo (FA) y qued6 como residuo |a fraccién metanol
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(FM). Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.
Andlisis fitoquimico

Pruebas de coloracion
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Se evaluaron los extractos crudos y las FA que mayor porcentaje de inhibicion presentaron frente alas
bacterias en estudio paralaidentificacion de metabolitos secundarios por pruebas cualitativas como:
Fehling (aldehidos), método Legal (lactosas insaturadasy cetonas), método cloruro férrico (fenolesy
taninos), reaccion de Liebermann-Buchard (triterpenoides y esteroides), método de Shinoda
(flavonoides), método de Dragendorff (alcaloides), Antrona (glicosidos). Se emplearon reactivos
especificos de coloracion para grupos funcionales y los calcul os se realizaron comparando con patrones
dereferencia

Cromatografia en capa delgada(CCD)

Se mont6 la cdmara cromatograficay se saturé con la mezcla de solvente éter de petrdleo (40-60°)-
acetato de etilo aunarelacion 7:3 paralas fracciones FE y FD y diclorometano—metanol 9,5:0,5 para
FA, todas las fracciones se aplicaron con un capilar en placas cromatogréficas, silicagel 60. Después de

la separacion de los componentes de la muestra, la placa se observé alaluz ultravioleta (UV) y se

_ .1
revelaron las manchas con |os reactivos especificos.

Actividad antibacterial

Paralaidentificacion de | as sustancias antibacteriales se utilizo el método de perforacion en gel y se
emplearon controles para el medio agar chocolate, control del crecimiento, control negativo
dimetilsulfoxido (DM SO) por ser el solvente empleado paralas muestras (extractos), y control positivo
penicilina G a una concentracion de 0,12 mg/mL.

Se prepararon los precultivos en medio liquido caldo BHI, se degjaron crecer durante2a6ha37° Cy se

control6 laturbidez parallegar alaescalade Mc Farland 0,5 (108 ufc/mL) (Garcia J, Rodriguez L,
Canton R, Garcia E, Gomez M, Martinez L, et al. Métodos especiales para el estudio de la sensibilidad a
los antimicrobianos. Procedimientos en microbiologia clinica, recomendaciones de la Sociedad Espafiola
de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. 2001).

Después de haber gjustado el indculo se realizo siembra masiva en una cdmara de flujo laminar para
evitar contaminaciones. Se utilizaron cgjas de 10 cmy se adicion6 15 mL de medio de cultivo, se
realizaron 2 perforaciones periféricas de 0,5 cm de diametro en e agar solidificado donde se aplicaron

12
50 pL aunaconcentracion de 400y 0,4 ug/uL de los extractos etandlicos crudos. De acuerdo alos
mayores porcentajes de inhibicidn obtenidos de los extractos etandlicos crudos, frente alas bacterias
propuestas, setomaron las fracciones FE, FD, FA y FM a una concentracion de 100, 50, 25 pg/uL.

Se evaluaron las fracciones FA de M2y M4 frente a S. mutans aislado de paciente a concentraciones de
400, 200 y 0,4 mg/mL diluidos en DM SO, aplicados a 50 mL por cada reservorio. Las placas se
incubaron a 37° C por 36 h para S. mutans aun pH de 7,0-7,2 aerdbicamente. Se realizaron 2 réplicas
por tratamiento para cada microorganismo, todo el material y los reactivos utilizados fueron previamente
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esterilizados. Los resultados se evaluaron mediante € diametro en mm del halo de inhibicién del
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crecimiento de los microorganismos, se compard con el didmetro del control positivo (antibiotico).
Resultados
Extraccién y fraccionamiento
L os extractos etandlicos M1, M2, M3Y M4 presentaron consistencia semisolida, color café claroy olor
caracteristico, y M5 color verde oscuro y porcentajes de rendimiento entre 5,47 y 29,53 % (p/p); los
mayores porcentajes fueron paraM2 29,53 %y M5 19,79 %.

Determinacion de metabolitos secundarios

Pruebas de coloracion

El andlisis preliminar de laidentificacion de los metabolitos secundarios (tabla 1) de los extractos
etandlicos de choba muestra la presencia de aldehidos, fenoles, esteroidesy terpenos, taninos,

flavonoides, glicosidos.

Tabla 1. Identificacion de metabolitos secundarios por pruebas de coloracion y precipitacion

Metabolitos M1 || M2 || M3 || M4 || M5 || M1FA || M2FA || M3FA
1. Aldehidos + + + + + + + +
2. Lactonas insaturadas - - - - - + + +
3. Fenoles + + + + + + + +
4. Cetonas-metil cetonas - - - - - + + +
. ) A E + + + + - - -
5. Esteroides y triterpenos
B E + + + + + - +
6. Flavonoides - + + + - - + +
7. Taninos + + + + + + + +
8. Glicosidos + + + + + + + +

(+): positiva presencia de los metabolitos secundarios, (- ): negativa, A: prueba de Liebermann-
Burchard, B: prueba de Salkowski.

Cromatografia en capa fina

Se evaluaron por cromatografia en capa fina las fracciones FA de los extractos etandlicos crudos (M 1,
M2y M3). Llos cromatogramas revel ados con |os agentes cromogeéni cos, como también la cantidad de



Estudio fitoquimico y actividad antibacterial de Psidium guineense Sw (choba) frente a Streptococcus mutans, agente causal de caries dentales

manchas presentes, indican la presencia de metabolitos secundarios, compuestos con doble enlaces
conjugados: esteroides, fenoles, flavonoides, taninos, alcaloides ( tabla 2).

Tabla 2. Valores de Rf de manchas presentes en las fracciones éter de petroleo, diclorometano, acetato
de etilo, por las pruebas de revelado a UV y reactivo quimico especifico

Fracciones
M1FE M1FD M1FA M3FE M3FD M3FA
Prueba
A 0,82
0,75 - - 0,73 -
0,90
B | 058 || 05 || 059 || 061 || - | - |
C 0,51
0,62 0,8 0,24 0,51 0,24
0,18
D 0,35
0,91 - - - 0,73
0,66
E | 069 | 0,84 | 0,84 I - I 0,64 | 072 |
F 0,29
- 0,5 - 0,24 0,55
0,49
G 049 | - o047 | - || - || 061 |
H | | - |08 || - || - || 08 |
I 0,85
0,73 0,08 - 0,67 0,08
0,96

A: técnica H2804' B: Liebermann-Burchard, C: vainillinaH PO , D: cloruro de aluminio, E: cloruro de
3 4

hierro (111), F: cloruro de cobalto, G: Dragendorff, H: Mayer, |: vainillina HZSO4, (-): no presenta
manchas.
Evaluacion de la actividad antibacterial
De acuerdo con los resultados de la tabla 3, se observa que |os extractos etandlicos de P. guineense

presentaron actividad inhibitoria alrededor de 70 % frente a S. mutans ATCC 31089, dando mayor
porcentaje las muestras M1 (choba cascara verde seca) Y M3 (choba pul pa verde seca), 70,83y 75 %,
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respectivamente. De los crudos M1y M3 que mostraron mayor porcentaje de inhibicion se evaluaron las
fracciones FE, FD, FA y FM. Las fracciones que tuvieron mayor porcentajes de inhibicién auna
concentracion de 100 pg/pL fueron las de acetato M1FA, M3FA (50 %), respectivamente comparado
con el control positivo penicilina ( 0,12 mg/mL) que presentd un halo de inhibicion de 30 mm.

Se observo que los extractos etandlicos de P.guineense presentaron actividad inhibitoriafrenteal S
mutans aislada de paciente con valores de 13,33 a 33,33 % dando mayor porcentgje la muestra M5
(33,33%), lasfracciones M1FA y M3FA que presentaron mayor porcentgje de inhibicion frentea S
mutans ATCC 31089 se tomaron para ser evaluadas frente a S. mutans aislada de paciente alas
concentraciones de 100 pg/pL en donde present6 valores de M1FA y M3FA de 31,5y 36,25,
respectivamente, y a 0,4 ug/uL  no presento inhibicion. Se comprobd que e control negativo DM SO,
disolvente de las fracciones no presento inhibicidn, 1o cual garantiza que el extracto es el quetienela
propiedad inhibitoria.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de M1, M2, M3, M4, M5y fracciones frente a S. mutans, S. mutans
pacientey E. coli y porcentajes de halo de inhibicion

Extractos % Inhibicion % Inhibicion

S. mutans ATCC 400 pg/uL S. mutans paciente

' 400ug/uL

M1 I 70,83 I 13,33 |
M2 I 58,33 I 13,33 |
M3 I 75 I 13,33 |
M4 I 33,33 I 13,33 |
M5 I 33,33 I 33,33 |
C(H)P I 24 mm | 30 mm |
C(+)N |
Fracciones | 100 || 50 || 25 || 400 || 200 |
IM1FE 375 | 1666 | - |
IM1FD | 4583 | 1816 || - |
IM1FA Il 50 | 29,16 | 1245 | 508 | 37,5 |
IM1FM [ 3125 |[ 25 |
VBFE C s - ]
V3FD Cs2s - |
IM3FA 50 | 3125 |[ 2708 |[ 508 | 3625 |
IM3FM | 325 |
C(H)P Il 20 I 15 | 27,08 | 30 I 13,5 |
|C (+) N |
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cED - - - - -

Control (+) P: penicilinaa0,12 ug /mL para S. mutans expresado en mm, control (+) N: norfloxacina 4
pg /mL para E. Cali. expresado en mm, control (-) D = DM SO no presento inhibicion, (-): no hay
inhibicion.

Discusion

Evaluando la actividad antimicrobiana de |a especie P. guineense frente ala cepa de referencia se puede
pensar gue lainhibicién es atribuida alos metabolitos presentes en este fruto y directamente relacionado
con el estado de madurez y fraccion acetato de etilo (FA) las cuales presentaron altos porcentgjes de
inhibicion, cercadel 70 %.

L as fracciones que exhibieron mayor porcentaje de inhibicion fueron M1FA, M3FA (choba cascara
verdey pulpaverde), resultado atribuido ala presencia de |os metabolitos secundarios como flavonoides

(avicularina, guayaijaverinay querceti na)14 comprobados por |a pruebas de cloruro férrico, Shinoda
paraflavonoides y CCD revelado con cloruro de aluminio. En cuanto alas fracciones FA, son
medianamente polares, por tanto extraen metabolitos secundarios similares a su polaridad |os cuales
poseen la actividad. Verificado por las pruebas preliminares quimicas se determiné la presencia de
flavonoides, taninos, alcaloides, fenoles.

El estado de madurez es de gran importancia desde el punto de vista de la composicion de los
metabolitos secundarios y por ende condiciona la actividad antimicrobiana, se puede decir que las
propiedades de inhibicion se atribuyen alos metabolitos secundarios que estan presentes en estado de
madurez verde, |os cuales pueden ser taninos, flavonoides que son compuestos polares. En latablal se
aprecia que las hojas extracto M5 tienen metabolitos de interés por tanto se infiere que son los
responsables de la actividad antimicrobiana ya que la cepa de referencia es una cepa donde se encuentra
sdlo & S mutansy es més selectivo gue la cepa aislada de paciente en donde se encuentran mas
bacterias implicadas en lainiciacion de la carie dental. El extracto crudo etandlico M5 fue la Unica
muestra que mantuvo su actividad antimicrobiana significativafrente alas 2 cepas (S. mutans ATCC
31089 y S. mutans aislada de paciente (viridans), presenté un porcentaje de inhibicion de 33,33 % frente
alacepa ATCC y de 33,33 % parala cepa aislada de paciente, esto quiere decir que en las hojas se
encuentran los metabolitos que poseen actividad frente a estas 2 bacterias.

Se observa que € porcentaje de inhibicion frente a S. mutans paciente, aumentd notablemente en las
muestras analizadas con FA, por gjemplo de un porcentaje del crudo de la choba pulpa verde seca (M 3)
de 13,33 % a un 36,25 % para su fraccion (M3FA).

A los metabolitos secundarios como |os taninos se les puede atribuir |a actividad antimicrobiana frente a

14
S mutans ATCC 31089 y aidlada de paciente. Estos metabolitos por sus propiedades de astringencia,
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en afecciones dela boca15 dan una sensacién de sequedad producida probablemente por reduccién de la
accion lubricante de las glicoproteinas de la salival® por |o tanto para que se produzcala carie dental se
necesita de laadhesion del S. mutans a diente mediada por lainteraccion entre proteinas del mismo'y
algunas de la saliva; por lo anterior los taninos inhiben esta adhesion in vivo.17

L as bacterias evaluadas S. mutans ATCC 31089 y aislada de paciente son estreptococos, poseen una
membrana citoplasmética con fosfolipidos y proteinas; por fuera de la membrana citoplasmatica se
encuentrala pared celular que esta compuesta por una ancha capa de peptidoglucano y bajo contenido de
lipidos (lafiez, E. 2002, Curso de Microbiologia General “Quimioterapéuticos de Sintesis y Antibidticos”)
esto hace que |os metabolitos identificados polares, cationicos sean méas permeablesy susceptiblesala
pared que permite el paso de sustancias a su interior, entonces | as bacterias no tienen la capacidad del
balance electrolitico y puede ocasionar |la muerte.

Finalmente se puede concluir que la actividad antimicrobiana de la especie P. guineense pudiera ser
atribuida a los metabolitos secundarios, taninos y flavonoides, terpenosy adehidos, entre otros, que
estan presentes en €l fruto de la especie.

Summary

Phytochemical study and antibacterial activity of Psidium guineense Sw (choba) against
Streptococcus mutans, causal agent of dental caries

The antibacterial potentialities of the ethanol extract and its petroleum ether, dicloromethane, ethyl
acetate, and agueous fractions obtained from the peel and pulp of Psidium guineense Sw ( choba) against
the Gram positive Streptococcus mutants ATCC 31089 and a strain of the same germ isolated from a
patient, were proved . S. Mutans is recognized as the causal agent of dental caries. The content of
secondary metabolites in the crude ethanol extracts and in its respective fractions were proved by
staining and thin layer chromatography. The antibacterial tests were made by means of the gel
perforation technique and using McFarland's 0.5 scale at 108 ufc/mL. Blood base agar was utilized and
50 mL of the ethanol extracts from the peel and pulp of P. guineense diluted in DM SO at concentrations
of 400 and 0.4 mg/mL were applied. According to the highest percentages of inhibition obtained from
these extracts, the fractions were taken in concentrations between 25 and 100 mg/ mL and from 400 and
200 mg/mL for the S. mutans strain isolated from a patient. The crude ethanol extracts showed activity
against these bacteria. The fractions with the greatest activity were the so-called M1FA (fraction of
acetate of choba fruit's dry green peel) and M3FA (fraction of acetate of chobafruit's dry green pulp).
The antimicrobial activity of the P. guineense species may be attributed to secondary metabolites,
taninns, flavonoids, terpenes and aldehydes present in the fruit of this species.

Key words: Psidium guineense Sw , fractions, Sreptococcus mutans, antibacterial activity.
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