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RESUMEN:

Introduccién. La resistencia de los microorganismos a los antibidticos es un problema creciente de salud publica, que puede afectar
a los productores pecuarios al contar con menos opciones para tratar a los animales ante una posible infeccién. Los extractos de
algunas plantas con actividad antimicrobiana podrian representar una alternativa al uso de antibi6ticos en produccién pecuaria.
Objetivo. El objetivo de este trabajo fue analizar la composicién quimica y la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las
hojas de guayaba (Psidium guajava L.) y de zacate de limén (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), cultivadas en Costa Rica, y evaluar
la actividad antimicrobiana de P. guajava L. en harina de carne y hueso. Materiales y métodos. Esta investigacion se desarrollé en
el Centro de Investigacién en Nutricién Animal (CINA) de la Universidad de Costa Rica entre marzo y octubre del 2016. Las
hojas de P. guajava se recolectaron en las localidades de San Pedro y Escazt y las de C. citratus en Sarapiqui y Escazt, Costa Rica.
La extraccién de los aceites se realizé mediante hidrodestilacién. La composicién quimica se analizé mediante cromatografia de
gases acoplado a un detector de espectrometria de masas. La capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales se evalué mediante
la prueba de difusién en disco y el procedimiento de microdilucidn en placa de 96 pozos. Resultados. Los aceites esenciales de C.
citratus'y P. guajava presentaron actividad antimicrobiana contra las diez cepas bacterianas probadas, las bacterias gram positivas
fueron las més sensibles a los mismos. El aceite de P. guajava procedente de Escazt, present6 mayor actividad antimicrobiana in
vitro con respecto al proveniente de San Pedro y al aceite de C. citratus. El aceite de P. guajava eliminé Escherichia coli, que habia
sido previamente agregada a una matriz de harina de carne y hueso, pero no controld la colonizacién de la misma. Conclusion.
Segtin los resultados obtenidos en esta investigacidn los aceites esenciales de zacate de Limén y de hoja de guayaba cultivadas
en Costa Rica, presentan un efecto antimicrobiano contra bacterias relevantes para la inocuidad y la vida util de alimentos para
consumo animal, se requieren futuras investigaciones para evaluar su aplicabilidad en alimentacién animal.

PALABRAS CLAVE: aceites esenciales, antimicrobianos, guayaba, pasto Limén, piensos.

ABSTRACT:

Introduction. The resistance of microorganisms to antibiotics is a public health problem that can affect livestock producers by
having fewer options to treat animals in the event of a infection. Extracts of some plants with antimicrobial activity may represent
an alternative to the use of antibiotics in livestock production. Objective. The objective of this work was to analyze the chemical
composition and antimicrobial activity of the essential oils of guava leaves (Psidium guajava L.) and lemon grass (Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf) grown in Costa Rica and evaluate antimicrobial activity of P. gnajava L.in meat and bone meal. Materials and
methods. This research was developed at the Animal Nutrition Research Center (CINA) of the University of Costa Rica between
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March and October 2016. P. guajava leaves were collected from two different locations (San Pedro and Escazit) and those from C.
citratus from the areas of Sarapiqui and Escazi. The extraction of the oils was done by hydrodistillation. The chemical composition
was analyzed by gas chromatography and mass spectrometry. The antimicrobial capacity of the essential oils was evaluated by the
disk diffusion test and the 96-well plate microdilution procedure. Results. The essential oils of C. citratus and P. guajava presented
antimicrobial activity against the ten bacterial strains tested, being the gram positive bacteria the most sensitive to them. P. guajava
oil from Escazti showed higher antimicrobial activity in vitro with respect to P. guajava oil from San Pedro and C. citratus oil. The
oil of P. guajava had the ability to eliminate Escherichia coli that had previously been added to a matrix of meat and bone meal, but
not to prevent colonization of it. Conclusion. According to the results of this research, the essential oils of lemon grass and guava
leaf grown in Costa Rica, have an antimicrobial effect against bacteria relevant for feed safety and feed shelf life, future research
is required to evaluate its applicability in animal feed.

KEYWORDS: essential oils, antimicrobial, guava, Lemon grass, animal feed.

INTRODUCCION

El descubrimiento de los antibidticos revolucioné la medicina y la calidad de vida de las personas, no obstante,
la creciente resistencia microbiana a dichos antibidticos alarma los sistemas de salud, tanto humano como
animal, a nivel mundial, esto debido a la creciente dificultad para tratar infecciones y al lento desarrollo de
nuevas drogas, adicional el uso de antibidticos como promotores de crecimiento y salud en la alimentacién
animal, contribuyen al aumento en la resistencia, por lo que, se ha visto necesario recurrir a otras opciones,
siendo los remedios antiguos, basados en plantas, la mejor opcion (Boire et al., 2013; Granados-Chinchilla,
2017).

Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios o fitoquimicos, muchos de los
cuales tienen funcién protectora contra predadores, contando para esto con caracteristicas biocidas,
antimicrobianas y/o de repelencia a herbivoros. Dentro de estos metabolitos secundarios se conocen
actualmente mas de 3000 aceites esenciales distintos, de estos, aproximadamente 300 son importantes a nivel
comercial e industrial, debido a su sabor y fragancia, siendo utilizados principalmente en la industria de
alimentos y la perfumeria (Bassolé y Juliani, 2012).

Los aceites esenciales son conocidos desde épocas antiguas por su propiedad natural antimicrobiana;
muchas plantas han mostrado ser efectivas en diversas aplicaciones como control del crecimiento y
disminucion de la sobrevivencia de microorganismos (Fischer y Phillips, 2008; Rivera et al., 2015).

Los aceites esenciales son sustancias volatiles, fragantes de consistencia aceitosa, tipicamente producida
por todos los 6rganos de las plantas, se pueden elaborar ex vitro o ser extraidos de la planta, siendo la
hidrodestilacién la técnica més utilizada. Generalmente, son mezclas de veinte a sesenta componentes en
concentraciones diferentes, en mayor cantidad se encuentran terpenos, terpenoides y otras moléculas con
anillo aromatico, las cuales tienen un papel primordial en el efecto biolégico antimicrobiano de estos aceites
(Bakkali et al., 2008; Bassolé y Juliani, 2012; Perricone et al., 2015).

Varios estudios indican que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se debe a la inhibicién
o interaccién de la mezcla de compuestos con multiples blancos en la célula (Boire et al., 2013). Por
ejemplo, su propiedad hidrofébica, que resulta en la ruptura de la membrana lipidica de la membrana celular,
aumentando su permeabilidad, lo que ocasiona la pérdida del contenido celular vital y su posterior muerte
(Joseph y Priya, 2011).

Los microorganismos requieren de ciertas condiciones que promuevan su crecimiento y proliferacién, los
alimentos son fuentes ricas de nutrientes y agua, siendo el sustrato ideal para muchas especies microbianas
entre ellas microorganismos responsables del deterioro de los alimentos y especies patdgenas, por lo tanto, se
han desarrollado agentes antimicrobianos sintéticos y preservantes quimicos para los alimentos con el fin de
mantener controlada la proliferacién de los microorganismos (Perricone et al., 2015).

Los aceites esenciales de varias plantas han demostrado, iz vitro, capacidad antimicrobiana variable contra
bacterias gram positivas y gram negativas. Estos aceites también han demostrado capacidad antimicrobiana
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al ser adicionados a diferentes tipos de alimentos como carnes, pescado, ldcteos, entre otros, aunque en
cantidades mucho mayores a las utilizadas iz vizro (Bassolé y Juliani, 2012), no obstante, su aplicaciéon
como preservante en la industria de alimentos puede verse limitado, ya que su actividad bioldgica puede ser
reducida por algunos componentes de los alimentos, ademads el pH, la temperatura, el tipo de procesamiento o
empacado, al que son expuestos los alimentos y la flora microbiana acompanante, juegan un papel importante
en la modulacién del efecto antimicrobiano de estos aceites esenciales (Perricone et al., 2015).

Entre las posibles aplicaciones de los aceites esenciales estudiados estd su uso en alimentos como
preservantes, como tratamiento de enfermedades infecciosas humanas y animales, y como promotor del
crecimiento y la salud en la produccién animal para consumo humano (Rivera et al., 2015). Varios estudios
senalan la capacidad antimicrobiana del zacate de limén, asi como también de otras especies como la guayaba
(Fischer y Phillips, 2008; Joseph y Priya, 2011).

El zacate de limén (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) en algunos lugares es también conocido como
malojillo o pasto de limén. Este género esta compuesto de aproximadamente 55 especies, y se distribuye de
forma nativa en 4reas del tropico y el semitrdpico de Asia, y es cultivada en paises tropicales. El aceite esencial
extraido de la planta de zacate de limén ha sido probado en bacterias como: Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica serovar Paratyphi y Shigella flexneri, obteniendo resultados
antibacteriales positivos, los cuales se atribuyen a tres compuestos especificos que son: el a-citral y el B-citral
que individualmente actian sobre bacterias gram negativas y gram positivas, y el mirceno que por si solo no
presenta actividad antibacteriana apreciable (Shah et al., 2011).

La guayaba (Psidium guajava L.) es una especie que pertenece a la familia de las Myrtaceaes, ampliamente
utilizada por diferentes culturas para el control de varias enfermedades como la malaria, la gastroenteritis,
vémitos, diarrea, tlceras, heridas, dolores de garganta, entre otras condiciones. El aceite esencial de hoja de
guayaba, se ha utilizado en la produccién de perfumes, aromaterapia, cosméticos, fisioterapia y nutricion,
ademas, se ha probado su actividad antimicrobiana en diferentes cepas de Staphylococcus aureus, Salmonella
spp y Escherichia coli, mostrando una importante actividad antimicrobiana sobre las dos primeras especies,
siendo su fuerte accién inhibitoria explicada por la presencia de una alta concentracién de compuestos
quimicos activos en la planta (Joseph y Priya, 2011).

Existen diferentes métodos para probar la actividad antimicrobiana de extractos botanicos incluyendo
aceites esenciales, estos se pueden agrupar en tres clases: difusion, diluciéon o métodos auxograficos. Entre
los procedimientos analiticos més utilizados en aceites esenciales estan: concentracién minima inhibitoria
(MIC), concentracién minima bactericida (MBC), concentracién bacteriostitica y concentracién
bactericida (Perricone et al., 2015). La escogencia del método analitico va a depender de las caracteristicas
quimicas y fisicas del extracto a evaluar y del uso final que se quiere dar a dicho extracto, por ejemplo, como
bacteriostitico o bactericida.

El objetivo de este trabajo fue analizar la composicion quimica y la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de las hojas de guayaba (P. guajava) y de zacate de limén (C. citratus), cultivadas en Costa Rica, y
evaluar la actividad antimicrobiana en harina de carne y hueso usada para alimentacién animal de P. guajava.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién y periodo experimental

Este estudio se llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacién en Nutricién
Animal (CINA), Universidad de Costa Rica, durante los meses de marzo a octubre de 2016.

Material vegetal

Las hojas de guayaba silvestre (Psidium guajava L.) (fruto con pulpa rosada) se recolectaron de la provincia
de San José en los cantones de Montes de Oca (09°56°'11” N 84°02’43” O, altitud 1210 msnm. Condiciones
de temperatura, humedad relativa y precipitacién promedio de 25,3 °C, 61% y 8,4 mm, respectivamente)
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y Escazti (09°53°24” N 84°11°22” O, altitud 1717 msnm. Condiciones de temperatura, humedad relativa
y precipitacién promedio de 23,1 °C, 71% y 35,8 mm, respectivamente). El zacate de limén (Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf), fue recolectado en la provincia de San José, cantén de Escazti y en la provincia
de Heredia, cantén de Sarapiqui (10°25°53,14” N 84°00'10,51” O, altitud 37 msnm. Condiciones de
temperatura, humedad relativa y precipitaciéon promedio de 30,4 °C, 68% y 16,8 mm, respectivamente).
Se seleccionaron dos localidades distintas con el fin de evaluar si la composicién quimica y la actividad
antimicrobiana variaban dependiendo de la posicion geografica. Se escogieron zonas donde se tenfa acceso al
material vegetal requerido para esta investigacion. Para ambas especies se eligieron hojas sanas, sin importar
su estadio de desarrollo. Se lavaron con agua destilada y se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm de
longitud. Se mantuvieron en refrigeracién (4 °C) hasta ser utilizadas.

Extraccidn aceites esenciales

Para la extraccion de los aceites esenciales se utilizé la metodologia previamente descrita en Granados-
Chinchilla et al. (2016), que se basa en la técnica de hidrodestilacién (Granados-Chinchilla et al., 2016).
Se prepararon balones aforados con 75 g de material vegetal. La destilacion duré tres horas y media, a una
temperatura de 100 °C, y se mantuvo constante el volumen del balén en aproximadamente 400 ml de agua
destilada. En campana de gases, se realiz6 la separacién de fases del destilado, con fracciones de 50 ml de
liquido, y como disolvente organico éter etilico. Se dejé evaporar el éter, para asi recuperar unicamente el
aceite esencial de las plantas, posteriormente, se pes6 para obtener un rendimiento de extraccion. La cantidad
de material vegetal inicial utilizado para la extraccién de aceites esenciales fue de 1125, 450, 1605y 105 g
para el zacate de limén de Escazi y de Sarapiqui, hoja de guayaba de Escazti y de San Pedro, respectivamente.

Determinacion de la composicion quimica de los aceites esenciales

La composicién quimica se analizé mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas, con base
en la metodologfa previamente descrita en Granados-Chinchilla et al. (2016). Se empleé de una diluciéon
1:25 con éter etilico, y el anélisis de los cromatogramas con los programas MassHunter Unknown Analysis
verisén B.07.00 y Qualitative Analysis version B.06.00 SP1 (Agilent Technologies). Los constituyentes se
identificaron mediante la comparacién del espectro con los de la libreria NIST 14, solo se consideraron las
coincidencias que tuvieran un factor de concordancia mayor al 80%, en todos los casos se utilizé geraniol
(98% de pureza) como estandar interno. Los analitos con composicion relativa > 5%, fueron monitoreados
simultdneamente con la modalidad SIM (selected-ion monitoring) para confirmar la identidad de los
compuestos.

Cepas bacterianas

Se trabajo con las siguientes cepas bacterianas, Escherichia coli (ATCC 25922), E. coli O157:H7 (ATCC
43888), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028),
S. enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076), S. enterica serovar Choleraesuis (ATCC 10708) Bacillus
cerens (ATCC 13061), B. subtilis (ATCC 11774), Psendomona aeruginosa (ATCC 27853) y Proteus
mirabilis (ATCC 25933). Se subcultivaron en agar Standard, y se incubaron a 35 °C por 24 h previo a
los ensayos; para su uso, se elaboraron diluciones McFarland 0,5, la concentracién se corroboré y ajustd
utilizando un espectrofotdmetro, una absorbancia entre 0,08-0,12 2 625 nm que corresponde a 108 UFC/ml
(Balouiri et al., 2016). Se utilizé caldo Mueller Hinton ajustado con cationes para trabajar con las bacterias;
no obstante, S. aureus utiliza una variacién, a dicho caldo se le agrega 20% NaCl, al considerarse una bacteria
halofilica (CLSIL, 2012).

Prueba de difusién con disco y determinacién del porcentaje de inhibicién del crecimiento
microbiano

Se realizé el procedimiento de difusién con disco, tal como lo indican Jorgensen y Ferraro (2009), en el
cual se utilizaron los cuatro aceites esenciales en una dilucién 8:2 con dimetilsulféxido (DMSQO), un control
positivo con tetraciclina (30 ug/ml) y un control negativo con DMSO. El procedimiento consiste en inocular
uniformemente, con la bacteria de interés, la superficie de una placa de agar; colocar sobre la superficie del
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agar un disco de papel filtro (de aproximadamente 6 mm) que contenga el agente antimicrobiano en la
concentracién deseada e incubar bajo las condiciones idéneas requeridas por las bacterias utilizadas. Los
agentes antimicrobianos se difunden en el agar e inhiben la germinacién formando halos donde no hay
crecimiento bacteriano visible, el didmetro de los halos de inhibicién es relativo a la susceptibilidad del
microorganismo al antimicrobiano probado.

Con base en el didmetro de los halos, se utilizé la siguiente férmula para obtener el efecto de inhibicién de
cada aceite con respecto al halo generado por el antibi6tico (Martinez et al., 1997) (férmula 1):

Diametro halo de inhibicion del aceite (mm)
Diametro halo de inhibicion control positivo (mm) [férmula 1]

Porcentaje de efecto de inhibicion =

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (MIC)

La determinacién de la concentracién minima inhibitoria (MIC), que corresponde a la concentracion
mds baja del agente antimicrobiano probado que sea capaz de inhibir el crecimiento de los microorganismos
de forma visible, se obtuvo con base en el procedimiento de microdilucién en placa de 96 pozos, como lo
indica Balouiri et al. (2016). Este procedimiento involucrd la elaboracion de diluciones seriadas dobles de los
aceites esenciales a probar en DMSO. Estas diluciones se dispersaron en placas de 96 pozos, posteriormente,
se inocularon con una dilucién bacteriana ajustada a un McFarland 0,5, y se incubaron 48 h a 35 °C. La
resazurina se usé como indicador de viabilidad de las bacterias probadas; la resazurina (azul) es reducida a
resorufina (rojo) por 6xido reductasas que se encuentran principalmente en la mitocondria de células vivas.
Luego de la incubacién, por observacién visual, se determiné la MIC, que correspondié a la dilucién menos
concentrada del aceite esencial que presentaba color azul, para cada bacteria con cada aceite esencial probado.
El control negativo contenfa 50 pl de antibidtico (Tetraciclina 30 pg/ml), 50 pul de caldo Mueller Hinton
ajustado con cationes y 10 pl de resazurina 0,01 g/100 ml. El control positivo contenia 10 ul DMSO, 40 ul
caldo Mueller Hinton ajustado con cationes, 50 pl dilucién bacteriana 'y 10 ul de resazurina.

Determinacién de la concentracién bactericida inhibitoria (MBC)

La determinacién de la concentracién bactericida inhibitoria (MBC), se efectué una vez conocido el valor
de la MIC en cada bacteria para los cuatro aceites. Luego de la lectura visual de la MIC, se tomaron 10 pl
del pozo designado como la minima concentracién inhibitoria, o 10 pl del pozo anterior (correspondiente
al doble de la concentracién designada como MIC), o 10 pl del pozo posterior (correspondiente a la mitad
de la concentracion designada como MIC), y se cultivaron en placas de agar Mueller Hinton. Se dejaron
incubando por 24 h a 35 °C. Luego de la incubacidn se revisaron las placas en busca de unidades formadoras
de colonias (UFC) bacterianas. La concentracion bactericida inhibitoria se tomé como aquella en la cual no
hubo crecimiento bacteriano visible en las placas de agar.

Obtencidn de extractos adicionales

A partir delas hojas de guayaba de Escazu se elaboraron cuatro extractos botdnicos adicionales, se eligié este
material vegetal ya que fue el que presenté la mayor actividad antibacteriana en la prueba MIC. Uno de los
extractos se obtuvo mediante la técnica de infusidn, se pesaron 150 g de material vegetal, el cual se encontraba
en pequenos trozos, y se le agregd 300 ml de agua hirviendo, se dejé reposar por 15 min y posteriormente
se filtro.

Los siguientes tres extractos se obtuvieron mediante una maceracién con tres disolventes diferentes, basado
en el trabajo de Jahani et al. (2016), con algunas modificaciones, se pesaron 10 g de material vegetal y se
dejaron reposar por 48 h con 30 ml de etanol o metanol o acetona-agua (80:20), posteriormente, se filtraron
y se dejo evaporar el disolvente. Se realizé una prueba de difusién en disco para los cuatro extractos, con
Escherichia coli'y Salmonella enterica serovar Typhimurium.

Ensayo en harina de carne y hueso
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Se colocaron 400 g de harina de carne y hueso en un autoclave por un periodo de 15 min a 121 °C.
Posteriormente, y de forma aséptica, se prepararon bolsas de ensayo estériles con 25 g de la harina. Ensayo 1:
A los 25 g de harina de carne y hueso estéril se le agregaron 10 ml de una disolucién 1:80 de aceite esencial
de hojas de guayaba (Psidium guajava) en agua destilada y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 1
h, luego se inoculd con E. coli o con S. enterica serovar Typhimurium. Ensayo 2: Se inocul6 con E. coli o con
S. enterica serovar Typhimurium los 25 g de harina de carne y hueso estéril y se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 1 h, luego se le agregaron 10 ml de una disolucién 1:80 de aceite esencial de hojas de guayaba
(P. gnajava) en agua destilada.

Los ensayos se efectuaron por duplicado. Se realizaron pruebas para cuantificar E. co/i y determinar
presencia o ausencia de S. enterica serovar Typhimurium, en el tiempo 0 y pasados 7 dias de incubacién a
temperatura ambiente. Los andlisis de E. coli y Salmonella se ejecutaron siguiendo los métodos establecidos y
acreditados (segun norma INTE/ISO/IEC 17025) en el laboratorio de microbiologia del CINA (Molina et
al.,2016), los cuales estdn basados en los ensayos AOAC 967.25/967.28/994.04/978.24 y métodos 9.91-9.94
de la APHA/CMMEEF (basados en la técnica de niimero mds probable) y 34.22-34.24. Para corroborar los
resultados, se repitieron los ensayos que daban resultados positivos de inhibicién bacteriana, de la misma
forma expuesta anteriormente.

Anilisis estadistico

Se realizd un andlisis de varianza con una prueba pos hoc de Tukey para comparar el porcentaje de
inhibicién de los cuatro aceites evaluados considerando la localidad. El mismo se llevé a cabo con base en el
programa IBM PAWS Statistics 22 (SPSS, Inc., Armonk, NY). P < 0,05 se usé como el punto de corte para
la diferencia significativa.

RESULTADOS

Extraccidn de aceites esenciales
El porcentaje de recuperacion (la cantidad total (g) de material vegetal utilizado por planta/la cantidad
total de aceite extraido de cada planta) fue menor al 1 g aceite/100 g material vegetal en los cuatro aceites

preparados (Figura 1).
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FIGURA 1

Recuperacién de aceite esencial a partir de Cymbopogon citratus de Escazt y Sarapiqui'y
a partir de hoja de Psidium guajava de Escazt y San Pedro, San José, Costa Rica. Centro

de Investigacion en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. 2016.
Figure 1. Recovery of essential oil from Cymbopogon citratus from Escazt and Sarapiqui and from Psidium guajava leaf from Escazt

and San Pedro, San Jos¢, Costa Rica. Centro de Investigacién en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. 2016.

El zacate de limén, de ambas localidades, presenté mejores rendimientos de recuperacién que la hoja de
guayaba, siendo el zacate de limén de Escazi el més eficiente, mientras que la hoja de guayaba de San Pedro
la menos eficiente de las cuatro (Figura 1).

Composicion quimica de los aceites esenciales

En el andlisis de la composicién quimica del aceite esencial de zacate de limén proveniente de Escazay el de
Sarapiqui, algunos de los compuestos no fueron detectados en ambas localidades, como es el caso del mirceno,
limoneno, geraniol y 2,4-di-tert-butilfenol. Solo cuatro compuestos se encontraron en ambos aceites, y fue

Sarapiqui, la localidad donde tres de ellos se encontraron en mayor concentracién (Cuadro 1). El B-citral y
a-citral fueron los compuestos predominantes en ambas localidades (Cuadro 1).
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CUADRO 1
Valor porcentual de compuestos presentes en los aceites de Cymbopogon citratus de Escazii 'y
Sarapiqui y los aceites de hojas de Psidium guajava de Escazi y San Pedro. Centro de Investigacion
en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

Compuesto Suma relativa de areas, g/100g
_ Cymbopogon citratus
Escazu Sarapiqui
Mirceno 9,18
Limoneno 2,47
Isoneral 0,72 3,97
Isogeranial 1,56 3,88
B-citral 30,67 33,01
a-citral 49,61 37;51
Geraniol 4,28
2,4-di-tert-butilfenol 5,7
Acido gerdnico 14,43
Acido 3,5-di-tert-butil-4-hidrexifenilpropidnice 3,01
Psidium guajava
Escazl San Pedro
Limoneno 3,06 3,22
Eucaliptol 3,37 1,17
Cariofileno 10,74 18,62
a-selineno 36,15 30,67
Oxido de caricfilenc 8,3
1-nonadeceno 20,84
Neointermediol 3,77 2,66
a-cardinol 2,23
2,4-di-tert-butilfenol 30,56 7,53
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5a-ol 4,89
1-octadecanol 2,46

Table 1. Percentile values of compounds present in the essential oils of Cymbopogon citratus
from Escazt and Sarapiqui and Psidium guajava leaves from Escazt and San Pedro. Centro de
Investigacién en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

Los compuestos que conformaron el aceite esencial de hoja de guayaba para ambas localidades se indican
en el Cuadro 1. En este caso hubo mayor cantidad de compuestos, y mayor niimero de coincidencias entre
aceites, ademads, se aprecia que el aceite de la zona de San Pedro (n = 8) presenté un compuesto més que el de
la zona de Escazt (n = 9). El aceite esencial de hojas de guayaba de ambas localidades, estuvo principalmente
compuesto por sesquiterpenos como el cariofileno y el selineno. El 2,4-di-tert-butilfenol estuvo presente en
mayor proporcién en el aceite de guayaba proveniente de Escazt (Cuadro 1).

Prueba de difusién con disco

El aceite extraido de las hojas de zacate de limén de ambas localidades presenté actividad antimicrobiana
contra todas las bacterias probadas, en la mayoria de bacterias, su efecto de inhibicidén sobrepasé el 50%
(Cuadro 2). El material que provenia de la zona de Sarapiqui presenté didmetros de inhibicién mds grandes
que los del material de Escazt. En géneros como Escherichia se observé un efecto de inhibicién superior al
50%, en Salmonella el efecto inhibitorio del aceite de zacate de limén fue de 26,7-36,7% (Figura 2y 3).
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Determinacion de actividad inhibitoria de los aceites esenciales en Cymbopogon citratusy Psidium

CUADRO 2

guajava, y cilculo de la concentracién minima inhibitoria (MIC) y minima bactericida (MBC). Centro
de Investigacion en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

Microorganismo Zacate de limon Hojas de guayaba Control
positive
Escazi® Sarapiqui® Escazi® San Pedro® Tetraciclina
; — o - . (30u9)
Diametre Inhibicion Diametro Inhibicion Diametro Inhibicion Diametro Inhibicion Diametro
. (mm) (%)  (mm) (%)  (mm) (%)  (mm) (%) (mm)
Escherichia coli 12 54,55 i7 77.27 14 63,64 a 22
Escherichia coli 19 39,38 16 30,00 39 > 100 0 ] 32
O157:H7
Staphylococcus 30 93,75 32 100 31 56,88 18 536,25 32
aureus
Saimonella ! 26,67 i1 36,67 14 46,67 L] ] 30
Typhimurium
Salmonella 12 40,00 14 46,67 36 > 100 Li] ] 30
Enteritidis
Saimonella 11 30,00 11 50,00 31 > 100 0 ] 22
Chaolerasuis
Bacillus careus 20 58,82 &3 > 100 i1 32,35 9 26,47 34
Bacillus subtilis 47 > 100 33 > 100 30 > 100 17 = 100 ]
Psaudomonas 7 70,00 ] 20,00 16 > 100 9 50,00 10
aaruginosa
Proteus mirabilis i1 = 100 23 > 100 30 > 100 8 80.00 10
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Escherichia colf 1:80 1:80 1:40 1:20 1:160 1:320 1:10 1:10
Escherichia colf 1:140-1:80 1:40 1:40-1:80 1:40 1:320- 1:320 1:10 1:10
0137:H7 1:540
Staphylococcus 1:80 1:80 1:80- 1:40 1:1280 1:640 1:20-1:80 1:20
auraus 1:160
Saimonella 1:40 1:40 1:20-1:40 1:10 1:160 1:320 1:10 1:10
Typhimurium
Salmonella 1:40 1:40 1:20 1:20 1:320- 1:320 1:10 i:10
Enteritidis 1:640
Salmonella 1:40-1:20 1:40 1:20 1:20 1:540 1:320 1:20 1:10
Choleraszuis
Bacillus cereus 1:160- 1:160 1:20-1:40 1:10 1:320 1:160 1:20 1:20
1:320
Bacillus subtilis 1:80 1:80 1:80- 1:80 1:320 1:180 1:160- 1:80
1:160 1:320
Pseudomonas 1:40 1:20 1:20-1:40 1:10 1:320 1:320 1:10 1:10
aeruginosa
Proteus mirabilis 1:40 1:40 1:20 1:20 1:640 1:640 1:20 1:10

Para cada localidad, diferentes letras en el superindice implican una diferencia significativa en el porcentaje de

inhibicién / For each location, different letters imply a significant difference in the percentage of inhibition.

Table 2. Determination of inhibitory activity of Cymbopogon citratus and Psidium guajava essential oils and
calculation of the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC).
Centro de Investigacién en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San Jos¢, Costa Rica. 2016.
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FIGURA 2
Prucbas de difusién con disco, a) zacate de limén Escazt, b) guayaba Escazt, ¢) zacate de limén Sarapiqui,
d) guayaba San Pedro y ¢) control de antibidtico y dimetilsulféxido (DMSO), en Escherichia coli. Centro
de Investigacion en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San Jos¢, Costa Rica. 2016.

Figure 2. Disc diffusion tests, a) Escazti lemongrass, b) Escazti guava leaf, c) Sarapiqui lemongrass,
d) San Pedro guava leaf and ¢) Control of antibiotic and DMSO, in Escherichia coli. Centro de
Investigacién en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San Jos¢, Costa Rica. 2016.
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FIGURA 3
Pruebas de difusion con disco, a) Cymbopogon citratus Escazt, b) Psidium guajava Escazq, c)
Cymbopogon citratus Sarapiqui, d) Psidium guajava San Pedro y ¢) control de antibiético y
dimetilsulféxido (DMSO), en Salmonella enterica serovar Typhimurium. Centro de Investigacion
en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

Figure 3. Disc diffusion tests, a) Cymbopogon citratus Escazt, b) Psidium guajava leaf Escazt, ) Cymbopogon citratus
Sarapiqui, d) Psidium guajava leaf San Pedro ¢) antibiotic control and DMSO, in Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Centro de Investigacién en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

Con respecto a la hoja de guayaba de San Pedro, su eficacia fue muy reducida, en general con todas
las bacterias, en comparacion con el aceite extraido de hojas de guayaba procedente de Escazu. El aceite
obtenido en la localidad de San Pedro estuvo por completo inactivo con bacterias de los géneros Escherichia
y Salmonella. Las hojas de Escazu, por su parte, mostraron porcentajes de inhibicién entre 32,35% y >100%,
con efectos de inhibicidn superiores incluso al control con antibidtico (Figuras 2 y 3).

Determinacién de la MIC yla MBC

La inhibicién del crecimiento microbiano por parte de los aceites esenciales en general, no generé la
misma respuesta sobre todas las bacterias, esto se debe, principalmente, a las caracteristicas propias de cada
cepa bacteriana, la composicion quimica de las plantas y la dosis de aceite que se utilice. Generalmente, las
bacterias gram negativas presentaron mayor resistenciaa los agentes antimicrobianos, con respecto a las MIC
obtenidas.

El porcentaje de inhibicién en tres de los cuatro extractos fue menor al 50%. El extracto de acetona:agua,
presentd porcentajes de inhibicién mayores que los obtenidos con el aceite esencial de la misma planta
muestreada en la localidad de Escazt (Cuadro 2y 3).
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CUADRO 5
Determinacién de actividad inhibitoria de cuatro extractos de hoja de guayaba (Psidium
guajava) de Escazt, con base en el método de difusion en disco. Centro de Investigacion
en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

"I.'-ﬁcronrganismu Infusion Extracto Extracto etandlico Extracto metandlico )
Acetona:Agua

Diametroe Inhibicién Diametro Inhibicién Didmetro Inhibicidn Didmetro Inhibicién

. {mm} (%) (mm}) (%) (mm) (%) (mm} (%)
Escherichia coli 10 45,5 i6 72,3 ] 0 ] 0
Salmonella

Typhimurium 10 33,3 15 50,0 [4] 0 0 0

Table 3. Determination of inhibitory activity of four guava (Psidium guajava) leaf extracts from Escazt, using the disc diffusion
method. Centro de Investigacién en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San Jos¢, Costa Rica. 2016.

Las hojas de guayaba de Escazu fueron el material vegetal que presentd los porcentajes de inhibicion
mayores, asi como las MIC y MBC mas bajas, esto quiere decir que logré ejercer un efecto bactericida a
menores concentraciones que los otros aceites probados. Debido a esto, se selecciond este material vegetal
para preparar otros tres extractos botdnicos con el empleo de acetona, etanol y metanol, respectivamente.

Ensayo en harina de carne y hueso

En el andlisis cualitativo de deteccién de Salmonella en la harina de carne y hueso se obtuvo presencia de la
bacteria en ambos ensayos realizados, tanto en el tiempo 0 como 7 dfas luego de la inoculaciéon (Cuadro 4).
Con respecto a E. coli, el analisis fue cuantitativo. En el caso del ensayo 1 hubo un aumento en el ntimero de
bacterias en el transcurso de los siete dias de ensayo. Sin embargo, en el ensayo 2 se observé una reduccion del
100% de la carga bacteriana inoculada (tiempo 0). Para corroborar el resultado del ensayo 2 se repitié, y se
obtuvo nuevamente una reduccién del 100% con respecto a la cantidad de E. coli en el tiempo 0 (Cuadro 4).

CUADRO 4
Evaluacién del efecto antimicrobiano del aceite esencial de hojas de guayaba
(Psidium guajava) de Escazi en harina de carne y hueso inoculada con Salmonella
enterica serovar Typhimurium o Escherichia coli. Centro de Investigacién en
Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

_Salmonelia enterica serovar Typhimurium

* Periodo (&, dias) Ensayo 1 Ensayo 2
0 Presencia Presencia
7 Presencia  Presencia
Escherichia coli (NMP/g)
Ensayo 1 Ensayo 2 (R,) Ensayo 2 (R,)
L] 6,70=10% 7,80x10* 2,40x102
7 »>1,10%x105 =3 =3

Table 4. Evaluation of the antimicrobial effect of the essential oil of guava (Psidium guajava) leaves from
Escazti in meat and bone meal inoculated with Salmonella enterica serovar Typhimurium or Escherichia coli.
Centro de Investigacién en Nutricién Animal (CINA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica. 2016.

Discusion

El proceso de extraccidn de aceites, se caracteriza por bajos porcentajes de recuperacion, en el caso del zacate
de limdn, se reportd que la mayor cantidad de aceite (3%) que se extrajo, con la hidrodestilacidn, a partir de
hojas secas (Negrelle y Gomes, 2007), resultado superior a la recuperacién obtenida en este estudio la cual
fue de 0,33-0,43% (Figura 1), por lo general, para zacate de limdn se reportan entre 0,2 y 0,5% (Shah et al.,
2011), mientras que, la guayaba alcanza un rendimiento de extracciéon de 0,2% (Moura et al., 2012), muy
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similar al obtenido en esta investigacién de 0,15-0,23% (Figura 1). Varios factores del proceso de extraccion,
pudieron ser responsables de generar bajos rendimientos de recuperacion de aceites esenciales; estos incluyen
el método empleado, modificaciones al método de destilacidn, el cual, si por ejemplo, en lugar de sumergir
el material en el agua, genera primero el vapor y este pase por el material vegetal, siendo el elemento que
arrastra los componentes voldtiles, podria mejorar la técnica para obtener mejores resultados (Guan et
al., 2007). También el equipo utilizado en esta investigacion (aparato general de hidrodestilacién), pudo
contribuir al porcentaje de recuperacion de aceite obtenido en este estudio. Actualmente, existen equipos més
industrializados que buscan obtener mayor cantidad de aceite esencial, entre ellos, destiladores que tienen una
entrada para el arrastre de vapor, separador de aceites, o computadoras que analizan y monitorean el proceso
de extraccién (Schmidt, 2010). Adicionalmente, la falta de optimizacién de las condiciones del proceso,
como, por ejemplo, la temperatura, la cantidad de agua, el tamano de los trozos de material vegetal, el tiempo
de destilacion, entre otros, podrfan disminuir los porcentajes de recuperacion de los aceites esenciales (Cerpa,
2007). Los rendimientos de extraccion de aceites menores al 1% obtenidos en esta investigacién, fueron
el mayor factor limitante para realizar pruebas mds especificas de capacidad antimicrobiana e incluir otras
matrices alimentarias.

Las diferencias encontradas en composiciéon quimica de los aceites esenciales y la concentracion de sus
componentes, puede deberse a que se evalué material procedente de dos localidades para cada planta, las
cuales presentan variaciones en sus condiciones climdticas, geograficas y de suelo, que se consideran factores
que, segun de-Souza et al. (2011) y Sonker et al. (2014), influyen en la constitucién de los aceites, incluso
en plantas de la misma especie.

El citral, es el componente en mayor concentracién en el aceite de zacate de limén (70-80%) (Negrelle
y Gomes, 2007). Esto concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion donde el a y § citral
corresponden al 80,28% de los compuestos del aceite esencial de zacate de limén procedente de Escazt, y
el 70,52% del aceite procedente de Sarapiqui (Cuadro 1). La importancia de este abundante compuesto
es que se le adjudican las propiedades antimicrobianas de la planta (Zulfa et al., 2016). Otro compuesto
importante en el zacate de limén, es el mirceno, el cual es un monoterpeno, cuya funcion es reforzar el efecto
antimicrobiano del citral (Negrelle y Gomes, 2007). En los resultados obtenidos, el mirceno se encontré en
bajas concentraciones en el zacate de limén procedente de Escazt, se presenté como compuesto traza, ya que
correspondié a menos del 1%, mientras que, en el aceite de Sarapiqui, la concentracién fue de 9,18% (Cuadro
1). En unainvestigacion anterior se demostré que el mirceno por si solo tiene muy bajo efecto antimicrobiano
en las bacterias probadas (Granados-Chinchilla et al., 2016).

Con respecto a los compuestos del aceite de la hoja de guayaba, la mayoria corresponden a sesquiterpenos,
sin embargo, Nazzaro et al. (2013) indicaron que muchos de estos compuestos, pertenecientes a los terpenos,
poseen poca o ninguna actividad antimicrobiana, tal es el caso del limoneno, cuya actividad es escasa, este
se encontré en concentraciones de aproximadamente 3% para ambas localidades probadas (Cuadro 2). En
la investigacidon de Granados-Chinchilla et al. (2016), se comprobd la poca actividad antibacteriana de este
compuesto. Autores como Arimay Danno (2002) sugirieron que la hoja de guayaba presenta buena actividad
antimicrobiana, y que se debe a compuestos pertenecientes al grupo de los flavonoides.

A compuestos como el cariofileno y el 6xido de cariofileno, se les atribuye la responsabilidad de la propiedad
antioxidante en la guayaba (Roy et al., 2006). El cariofileno ha mostrado poca capacidad antimicrobiana
tanto contra bacterias gram positivas como gram negativas (Granados-Chinchilla et al., 2016). El compuesto
2,4-di-tert-butilfenol se encontrd en mayor porcentaje 30,56% en el aceite esencial de guayaba proveniente
de Escazti en comparacién con proveniente de San Pedro con un 7% (Cuadro 1), a este compuesto se le ha
atribuido capacidad antimicrobiana en otras investigaciones (Padmavathi et al.,, 2015; Varsha et al., 2015).
La presentacion 2,4-di-tert-butilfenol en mayor proporcién en el aceite de guayaba proveniente de Escazu
(30,56%) podria ser una de las razones de que este aceite haya mostrado una mayor actividad antimicrobiana

que el proveniente de San Pedro (7,53%) (Cuadro 1).
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En general, en las pruebas de actividad antimicrobiana, los aceites esenciales probados, presentaron un
mayor efecto antibacterial ante bacterias gram positivas (Cuadro 2). Esto se debe, segin Nazzaro et al. (2013)
y Fernandes et al. (2014), a que la pared de las bacterias gram positivas consta de 90-95% de peptidoglicano,
por lo que es sencilla la penetracién de moléculas hidrofébicas, mientras que, las bacterias gram negativas,
tienen una capa delgada de peptidoglicano y una capa externa de lipopolisaciridos, ademds, entre ambas
poseen enzimas capaces de inactivar moléculas desde fuera de la célula bacteriana. Lo anterior, se observd
en la prueba de difusién por disco, donde géneros como Bacillus y Staphylococcus, que corresponden a gram
positivos, presentaron porcentajes de inhibicion bacteriana de 17 y 18% con el aceite de hoja de guayaba
procedente de San Pedro, que en general tuvo un rendimiento de inhibicién de 0 a 9% en las bacterias gram
negativas evaluadas (Cuadro 2).

En el caso de los extractos botanicos preparados a partir de las hojas de guayaba de Escazu, el extracto
con acetona presentd la mayor actividad antibacteriana (Cuadro 3), lo cual podria deberse a la capacidad
de la acetona de disolver componentes tanto hidrofilicos como lipofilicos (Eloff, 1998), tal es el caso de
los polifenoles, que presentan una importante actividad antioxidante y antimicrobiana, y se encuentran
presentes en la guayaba (Zapata et al., 2013).

El resultado obtenido con los extractos metandlicos y etandlicos, que no presentaron efecto inhibitorio,
no fueron acorde a lo reportado en la literatura, ya que Biswas et al. (2013) ¢ Ifeanyichukwu et al. (2015),
indicaron que los extractos de hoja de guayaba, con estos mismos disolventes, presentan una notable actividad
inhibitoria contra algunas bacterias gram positivas y gram negativas. La eleccién del aceite esencial de hoja
de guayaba procedente de Escazu, para realizar pruebas en harina de carne y hueso, se debi6 a que presentd
buenos resultados en la prueba de difusion en disco y las menores MIC (Cuadro 2), lo que coincide con lo
expuesto por de-Souzaetal. (2011), que indicaron que el aceite de guayaba presenta una importante actividad
bactericida a bajas concentraciones. Una MIC baja presenta importantes ventajas, basindose en la dificultad
de obtener los aceites esenciales por los bajos rendimientos de extraccién.

El aceite de guayaba presenta varios compuestos de la familia de terpenos y flavonoides con una fuerte
accién antibacteriana (Pérez et al., 2008), los cuales, en conjunto, podrian ser mas eficientes que la accién del
citral y mirceno del zacate de limdn, que con base en los resultados obtenidos (Cuadro 2), se puede concluir
que tienen una importante actividad antimicrobiana.

Los ensayos de aceite esencial de guayaba proveniente de Escazu realizados en una matriz de harina de carne
y hueso no presentaron la actividad antibacteriana esperada contra Salmonella. Esta baja eficiencia del aceite
en la harina se pudo deber a la limitacién del efecto antibacteriano de los componentes del aceite, causado
por las estructuras fisicas de los alimentos, como sus componentes y su pH, o por factores extrinsecos como
la temperatura, o las caracteristicas de los microorganismos (Perricone et al., 2015).

Laharinade carne y hueso, la cual se usa como materia prima parala elaboracién de alimentos para animales
productivos monogastricos y para perros, presenta una importante cantidad de proteina (45,9%) y de grasa
(18,2%) (Leiva et al., 2018). Las altas concentraciones esos nutrientes en matrices de alimentos, indica que
pueden generar un efecto de proteccion en las bacterias a nivel de membranay mediante la absorcion del aceite
esencial (Perricone et al., 2015). En tales casos, se ha reportado que es necesario aplicar una concentracion
de aceite mayor a la MIC obtenida en los ensayos iz vitro (Fischer y Phillips, 2008). En esta investigacion
ademas, la consistencia grasosa de la harina de carne y hueso, dificultd la aplicacién del aceite y la distribucion
homogénea del mismo.

La prueba para determinar Salmonella spp., corresponde a una prueba cualitativa de presencia o ausencia,
por lo que, los resultados obtenidos (Cuadro 4) no dan la informacién suficiente para indicar si el aceite
present6 capacidad inhibitoria, ya que no se determiné la concentraciéon de bacterias en el transcurso del
tiempo. Se indica que el aceite esencial disminuye la cantidad de Sa/monella Typhimurium en ingredientes
para piensos (Burt, 2004; Cochrane et al., 2016), sin embargo, esa disminucién puede variar dependiendo
de la matriz analizada.
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En el caso de Escherichia (Cuadro 4), el aceite esencial de hoja de guayaba en el ensayo # 2 present6 un
100% de capacidad antimicrobiana en contraste con el mismo aceite en el ensayo 1, esto podria deberse a la
inactivacion del aceite por los diferentes componentes del alimento, al estar primero una hora en el alimento
antes de entrar en contacto con las bacterias. Sin embargo, otros autores han demostrado la efectividad de los
aceites esenciales de otras plantas, en la conservacion de formulaciones proteicas y carnicas y la inhibicién o
control de E. coli en ingredientes similares a la harina de carne y hueso (Arellano y Montesdeoca, 2016).

CONCLUSIONES

Los aceites esenciales extraidos a partir de zacate de Limén cultivado en las localidades de Escazua y Sarapiqui,
asi como el aceite esencial extraido de hojas de guayaba provenientes de Escazt, presentaron actividad
microbiana contra bacterias gram postivas y gram negativas. En el caso del zacate de Limén esta capacidad
antimicrobiana es posiblemente debida a la alta concentracién (70-80%) de oy B citral encontrados en esta
investigacién y que ya se ha descrito que poseen efecto antimicrobiano. En el caso del aceite esencial de hojas
de guayaba, la capacidad antibacteriana que se present6 en el cultivo de Escazti puede deberse en parte al
compuesto 2,4-di-tert-butilfenol; una evidencia de esta hipdtesis es la poca o nula actividad antimicrobiana
encontrada en las hojas de guayaba cultivadas en San Pedro, las cuales presentaron una menor concentracion
de este compuesto.

El aceite esencial de hoja de guayaba de Escazti mostré ser efectiva al disminuir la concentracién de
Escherichia coli en harina de carne hueso, la cual es una materia prima frecuentemente usada en la elaboracion
de alimentos para perros, aves y cerdos. Sin embargo los efectos de este aceite esencial en harina de carne y
hueso contaminada con Salmonella no fueron concluyentes.

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion los aceites esenciales de zacate de Limén y de hoja
de guayaba cultivadas en Costa Rica, podrian presentar un efecto antimicrobiano contra bacterias relevantes
para la inocuidad y la vida util de harina de carne y hueso usada en alimentacién animal. Se requiere
futuras investigaciones con mayor numero de repeticiones, con mayor variedad de alimentos para animales
y que ademds incluyan pruebas en animales, en donde se tomen en cuenta pruebas como palatibilidad,
rendimientos productivos, entre otros, para evaluar la aplicabilidad del uso de estos extractos botanicos como
alternativa al uso de antibié6ticos en alimentacién animal. La futura implementacién de extractos botdnicos
producidos en el pais como alternativa al uso de antibiéticos en alimentacién animal es de alta relevancia
comercial y de salud publica.
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