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RESUMEN 

Existen evidencias epidemiológicas que demuestran que las biopelículas tienen un 

papel relevante en el desarrollo de enfermedades infecciosas como enfermedades de la 

cavidad oral. 

La caries dental, por ejemplo, es una enfermedad relacionada con la formación de 

biopelículas que continúa afectando a la mayoría de la población mundial. 

Streptococcus mutans juega un rol clave en la patogénesis de esta enfermedad ya que 

sus factores de virulencia le permiten colonizar las superficies dentales de manera 

efectiva y modular la transición de biopelículas no patogénicas a biopelículas 

cariogénicas. Por lo tanto, las estrategias dirigidas a inhibir la viabilidad y virulencia de 

S. mutans deben ser precisas y selectivas.  

A pesar de la ausencia de estudios en los que se examine la composición y 

actividad biológica de Psidium friedrichsthalianum, se ha propuesto que la guayaba 

agria comparte muchas de las propiedades farmacológicas de P. guajava (actividad 

antioxidante, antinflamatoria, antiespasmódica, antidiabética, anticancerígena y 

antimicrobiana, entre otras). Lo cual la convierte en una opción para la prevención o 

tratamiento de los padecimientos antes mencionados. 

En este marco de referencia, se propuso la investigación de la composición química 

y la actividad biológica de las fracciones y los compuestos aislados a partir de los frutos 

de la guayaba agria (Psidium friedrichsthalianum). El material vegetal fue sometido a un 

proceso de maceración para obtener el extracto metanol-agua (70:30). Después, se 

realizaron varios procesos de fraccionamiento utilizando disolventes de diferente 
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polaridad. El fraccionamiento biodirigido del extracto derivó en el aislamiento de tres 

compuestos: ácido gálico (1), ácido elágico (2), y quercetina (3). 

La evaluación de la actividad biológica se llevó a cabo realizando diferentes 

ensayos. En el caso de la determinación de la concentración mínima inhibitoria, se 

encontró que tanto la quercetina como el ácido elágico tienen la capacidad de inhibir el 

crecimiento de S. mutans, S. oralis y S. sanguinis; mientras que el ácido gálico 

solamente es activo frente a S. mutans y S. sanguinis. 

Al evaluar la capacidad inhibitoria de formación de biopelícula, se determinó que el 

extracto metanol-agua (70:30) inhibe dicha formación en un 33 %, mientras que la 

fracción butanólica la inhibe en un 66 % a una concentración de 0.1 mg/mL y en un 80 

% a una concentración de 1.0 mg/mL. 

Finalmente, se determinó que la fracción butanólica, el extracto metanol-agua 

(70:30) y la quercetina (0.1 mg/mL) inhiben la fase de crecimiento exponencial de la 

bacteria estudiada. Mientras que en el caso del ácido gálico y elágico pudo observarse 

una inhibición parcial del crecimiento bacteriano en las dos concentraciones utilizadas. 

En conclusión, los resultados obtenidos permiten proponer al extracto de la 

guayaba agria como una fuente de compuestos con actividad sobre el crecimiento de 

las bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis. 
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1. ANTECEDENTES 
 
1.1  Biopelículas 

1.1.1 Definición y generalidades 

En la naturaleza, las bacterias no viven como colonias puras de células dispersas; sino 

que existen en consorcios, adheridas a interfaces o unas con otras (Flemming y 

Wingender, 2010) formando comunidades sésiles capaces de responder y adaptarse a 

cambios en el ambiente o llevar a cabo tareas altamente especializadas similares a las 

de organismos multicelulares (Karunakaran et al., 2011).  

Las biopelículas o “biofilms” bacterianos son descritos como células 

irreversiblemente unidas, embebidas en una matriz de exopolisacárido autoproducido y 

adheridas a una superficie o a un tejido vivo (Castrillón, 2010). 

Las comunidades que conforman las biopelículas poseen microambientes 

totalmente diferentes, tales como variaciones de pH, concentraciones de oxígeno y 

potenciales eléctricos, permitiendo nichos adecuados a todas las especies (Negroni, 

2009). 

También es importante mencionar que los organismos asociados en una biopelícula 

frecuentemente exhiben una mayor resistencia que sus contrapartes de vida libre 

debido a que la estructura de la biopelícula puede restringir la penetración de agentes 

antimicrobianos, los cuales se fijan en la matriz del exopolisacárido provocando una  
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reducción en la concentración del antibiótico y brindando protección contra los 

mecanismos inmunológicos del hospedero (Samaranayake, 2011). 

 

1.1.2 Estructura y Composición 

En la mayoría de las biopelículas, los microorganismos representan menos del 10 % de 

la masa seca, mientras que la matriz puede constituir cerca del 90 %. La matriz es el 

material extracelular, principalmente producido por los propios microorganismos, en el 

que las células se encuentran embebidas. Se compone de un conglomerado de 

diferentes tipos de biopolímeros –conocidos  como sustancias poliméricas 

extracelulares (EPS)–  que  forma el andamio para la arquitectura tridimensional de la 

biopelícula y es responsable de la adhesión a superficies de la misma (Flemming y 

Wingender, 2010). En dicha matriz también pueden encontrarse proteínas, ácidos 

nucleicos, fibrina y calcio (Negroni, 2009).  
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Figura 1. Sustancias de la matriz polimérica extracelular en diferentes dimensiones. 
Modificada de Flemming, 2010. a) Modelo de una biopelícula bacteriana unida a una 
superficie sólida. La formación de la biopelícula se inicia con la unión de una célula a 
una superficie. Se forman  microcolonias través de la división de la bacteria, y la 
producción de la matriz de la biopelícula se inicia. Otras bacterias pueden ser 
reclutadas. b) Los principales componentes de la matriz – polisacáridos, proteínas y 
ADN– se distribuyen entre las células en un patrón no homogéneo, creando diferencias 
entre las regiones de la matriz. c) Interacciones fisicoquímicas débiles entre los 
biopolímeros dominan la estabilidad de la matriz de EPS. 
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1.1.3 Características de las biopelículas 

La Sociedad Española de Periodoncia y Osteointegración (2009) describe una serie de 

características que confieren a las biopelículas algunas de sus propiedades relevantes. 

 

 Heterogeneidad fisiológica: Dentro de la biopelícula se puede observar un 

rango muy amplio de microorganismos, separados unos de otros por distancias 

mínimas; se pueden encontrar en ambientes muy diferentes en cuanto al 

contenido de nutrientes del medio, tensión de O2, tensión de CO2, pH, etc. Por lo 

tanto, células de la misma especie bacteriana pueden tener estados fisiológicos 

diferentes y también se pueden encontrar especies bacterianas diferentes con 

distintas necesidades fisiológicas. Esta heterogeneidad explica, en parte, la 

mayor resistencia de las bacterias cuando crecen en una biopelícula. 

 

 Fenotipos en la biopelícula: Cuando las bacterias crecen en la biopelícula, 

manifiestan un fenotipo diferente al que se observa cuando crecen en forma 

planctónica. Los fenotipos de las bacterias que crecen en la biopelícula les 

confieren una mayor resistencia a los antimicrobianos, y ésta se mantiene 

incluso cuando las bacterias se desprenden de la biopelícula. 

 

 Señales en la biopelícula: Los microorganismos de la comunidad conviven, 

cooperan y se comunican por sistemas de señales denominados “quorum 

sensing” que regulan la expresión de genes, la producción de factores de 

virulencia o la estructura de la propia biopelícula (Negroni, 2009). 
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 Capacidad adaptativa: En condiciones desfavorables, la biopelícula puede 

involucionar a estadios anteriores, pudiendo desarrollarse nuevamente cuando 

las condiciones sean propicias. 

 

1.1.4 Etapas de Formación 

Colonización y Adhesión reversible de microorganismos 

La etapa inicial de la formación de una biopelícula comienza cuando las bacterias de 

forma individual se adhieren a una superficie. La capacidad de una bacteria de realizar 

este acontecimiento inicial es controlada por factores ambientales como los niveles de 

nutrientes, temperatura, pH y factores genéticos, incluyendo la presencia de genes que 

codifican para estructuras de movilidad, así como sensores ambientales y adhesinas 

(O'Toole et al., 2000).   

 

Adhesión irreversible 

Después de la interacción inicial bacteria-superficie, los microorganismos comienzan a 

dividirse formando una monocapa, para posteriormente formar microcolonias. Durante 

la formación de la microcolonia, las bacterias experimentan cambios en la morfología 

con una marcada expresión de proteínas a diferencia de su contraparte en crecimiento 

planctónico (Sauer et al., 2004). 

En una etapa posterior, la bacteria comienza a secretar un exopolisacárido que 

constituye la matriz de la biopelícula en donde se forma una estructura tridimensional 

con canales acuosos. Este sistema de canales permite establecer un vínculo con el 

medio externo permitiendo la entrada de nutrientes y la salida de metabolitos tóxicos 
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para las bacterias. La composición del EPS es diferente en cada organismo (Rocha 

Gracia, 2006); incluso una misma bacteria, dependiendo de las condiciones 

ambientales en las que se encuentre, puede producir distintos exopolisacáridos como 

componentes de la matriz de la biopelícula (Uzcudun, 2004). 

 

Maduración de la biopelícula 

La siguiente etapa del desarrollo de la biopelícula corresponde a la maduración que da 

como resultado una arquitectura compleja, con canales, poros y redistribución de 

bacterias en el sustrato. La densidad global y la complejidad de la biopelícula aumentan 

a medida que los organismos adheridos se replican, mueren y los componentes 

extracelulares de las bacterias interactúan con las moléculas orgánicas e inorgánicas 

presentes en el medio ambiente circundante (Diaz, 2011). 

 

Desprendimiento 

Finalmente, algunas bacterias de la matriz de la biopelícula se liberan de la misma para 

poder colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de desarrollo de formación de 

la biopelícula (Uzcudun, 2004). 
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Figura 2. Diagrama que representa las distintas etapas de desarrollo de una biopelícula desde 
la fase de adherencia inicial y la maduración gradual, hasta la biopelícula completamente 
desarrollada. Adaptada de Díaz, 2011. 
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1.1.5 Infecciones humanas asociadas a las biopelículas 

Algunos estudios recientes, afirman que más del 60 % de todas las infecciones 

microbianas son causadas debido a la formación de una biopelícula, además se les 

atribuye el 60 % de las infecciones nosocomiales; incrementando la estancia 

hospitalaria, los costos de atención y la mortalidad. La biopelícula juega un papel 

importante en diversas enfermedades ocasionando que éstas se vuelvan crónicas y por 

ende, la causa de infecciones recurrentes tales como endocarditis, otitis media, 

prostatitis bacteriana crónica, fibrosis quística por neumonía y periodontitis, entre otras 

(Rocha Gracia, 2006). Las bacterias también forman biopelículas sobre dispositivos 

médicos, lo cual puede derivar en infecciones crónicas asociadas a polímeros (Götz, 

2002). 

 

1.2  Caries dental 

La caries dental se puede definir como una enfermedad microbiológica infecciosa que 

resulta en la destrucción localizada de los tejidos duros calcificados dentarios (esmalte, 

dentina, cemento). Es causada por la producción de ácidos por las bacterias y se 

manifiesta por el oscurecimiento y reblandecimiento progresivo de dichos tejidos, con 

su posterior pérdida (Palma-Cárdenas y Aguilera, 2007). 

Varios microorganismos son esenciales en la patogénesis de la caries dental. Sin 

embargo, se ha prestado más atención a la familia de los estreptococos debido a su 

capacidad para sintetizar polisacáridos extracelulares (glucanos y fructanos), a partir de 

sacarosa, mediante las enzimas dextransucarasa y fructosiltransferasa. Los glucanos 

son críticos en la formación de la placa dental ya que son insolubles en agua y poseen 
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la capacidad para promover la adherencia sobre superficies sólidas (Hamada y Slade, 

1980). 

En la concepción actual de la etiopatogenia de la caries, cambios medioambientales 

orales generan predominancia de algunas especies bacterianas con potencial 

acidogénico, necesario para la generación de las lesiones. Las especies 

tradicionalmente asociadas con lesiones de caries incluyen a Streptococcus mutans, 

Streptococcus sobrinus, Actinomyces spp. y Lactobacillus spp., entre otras (Giacaman 

et al., 2013). 

El principal agente etiológico de la caries dental es S. mutans; su rol patogénico 

implica la iniciación de la desmineralización del esmalte de la caries coronal y de la 

superficie de la raíz en las caries radiculares. Su presencia es ubicua en la boca, tanto 

en placa como en saliva de adultos y adultos mayores. Por otro lado, Streptococcus 

sanguinis (S. sanguinis) es uno de los colonizadores tempranos de la biopelícula oral. 

Este microorganismo constituye aproximadamente el 15 % de la microflora oral, lo que 

se traduce en altos recuentos de S. sanguinis en saliva (Giacaman et al., 2013).  
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Figura 3. Colonización bacteriana en la formación de una biopelícula. Adaptado de 

Kolenbrander, 2002. 
 

 

 

 

1.3  Género Psidium 

El género Psidium consiste de aproximadamente 150 especies, pero solamente 

alrededor de 20 producen frutas que se consumen comúnmente. La especie más 

ampliamente cultivada es la guayaba común (Psidium guajava L.). Otras especies que 

también son extensamente cultivadas incluyen la guayaba fresa (Psidium 

cattleianum Sabine), la guayaba brasileña (Psidium guineense Sw.) y la guayaba agria 

o de Costa Rica (Psidium friedrichsthalianum) (Mani et al., 2011). 
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1.4  Psidium friedrichsthalianum 

1.4.1 Sinonimia 

A continuación se enlista el nombre científico de la guayaba agria, así como los 

sinónimos y nombres vernáculos de la misma (Lim, 2012, Cordero et al., 2003). 

Cuadro 1. Sinónimos y nombres vernáculos de Psidium friedrichsthalianum 

Nombre científico Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Niendenzu 

Sinónimos Calyptropsidium friedrichsthalianum O. Berg 

Nombres vernáculos 

Colombia: Guayaba agria 

Costa Rica: Cas, Cas ácida, Cas ácido 

Ecuador: Guayaba del choco 

El Salvador: Arrayán, Arrayan 

Francia: Goyavier de Costa Rica, Goyavier du 

Costa Rica 

Alemania: Cas, Kostarika-Guave 

Guatemala: Guayaba ácida 

Honduras: Guayaba agria, Guayaba de choco, 

Guayaba de Costa Rica, Guayaba de Danto 

México: Guayaba Montés, Guayaba agria 

Nicaragua: Guayaba agria, Guayaba del fresco 

Panamá: Guayaba agria, Guayaba de agua 
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1.4.2 Taxonomía 

Enseguida se muestra la clasificación taxonómica de Psidium friedrichsthalianum 

(Missouri Botanical Garden, 2015). 

Cuadro 2. Clasificación taxonómica de Psidium friedrichsthalianum 

Reino Plantae 

División  Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Subclase Rosidae 

Orden Myrtales 

Familia Myrtaceae 

Subfamilia Myrtoideae 

Tribu Myrteae 

Género Psidium 

Especie P. friedrichsthalium (O.Berg) Nied 
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1.4.3 Descripción 

El árbol de P. friedrichsthalianum tiene un tamaño de 6 a 10 m de altura presenta copas 

ramificadas angulares, a menudo con cuatro alas, rojizo oscuras y finamente 

pubescentes. La corteza es color café rojizo con manchas grisáceas (Cordero et al., 

2003) como se muestra en la Figura 4. Las hojas (Figura 5) son puntiagudas y tienen 

forma elíptica u oval, presentan un color verde oscuro. Son lisas en el haz y más 

pálidas en el revés. Tienen entre 5–12 cm de largo y 1–2 cm de ancho (Lim, 2012).  

 

 

 
Figura 4. Árbol de Psidium friedrichsthalianum. 
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Figura 5. Hojas de Psidium friedrichsthalianum. 

 
 

Las flores (Figura 6) generalmente crecen en solitario, pero también crecen en 

grupos de dos o tres. Tienen un tamaño promedio de 2.5 cm de ancho, con cinco 

pétalos color blanco, de textura cerosa, fragantes y numerosos estambres (hasta 300) 

(Lim, 2012).  

 
Figura 6. Flores de Psidium friedrichsthalianum. 
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Los frutos (Figura 7) son de forma redonda u oval, con un tamaño de 3–6 cm de 

diámetro, de cáscara verde amarillenta, con una areola en el sitio donde está el cáliz. 

Tienen una pulpa suave, blanca, muy ácida que envuelve las semillas aplanadas, las 

cuales miden aproximadamente 5 mm de largo (Cordero et al., 2003). 

 

 
Figura 7. Fruto de Psidium friedrichsthalianum. Imagen obtenida del Instituto 

Smithsonian de Investigaciones Tropicales, 2015. 
 

 

1.4.4 Distribución geográfica 

El árbol de P. friedrichsthalianum es originario de Mesoamérica (Baraona, 1995), 

usualmente crece en zonas de bosque húmedo tropical y subtropical, a lo largo de 

quebradas, cerca de las costas o tierra adentro (Cordero et al., 2003). Es una especie 

distribuida desde el sur de México, a través de América Central, hasta Colombia y 

Venezuela. También ha sido introducida en California y Florida (Geilfus y Bailón, 1994).  
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Psidium friedrichsthalianum crece desde el nivel del mar hasta 800 m de altitud. El 

árbol es sensible al clima frío y no soporta las heladas (Lim, 2012) ni las zonas con 

sequía prolongada (Cordero et al., 2003). En México, esta especie se cultiva en los 

estados de Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Tabasco (Sánchez-Vindas, 1990).  

 

 
Figura 8. Distribución de Psidium friedrichsthalianum. Obtenida de Discover Life, 2015. 
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1.4.5 Usos 

Las hojas de P. friedrichsthalianum se han utilizado contra los malestares de la artritis y 

disentería. Sin embargo, comúnmente se usan para dar sabor al té de hierbas, 

golosinas, refrescos y jaleas en general (Sánchez-Vindas, 1990).  

Los frutos se consumen en forma de jugo y se emplean para elaborar dulces y 

jaleas. Son más aromáticos y con un sabor más ácido que la guayaba común (Pino et 

al., 2002).  

La guayaba agria se consume en su mayoría, en estado maduro. Principalmente se 

comercializa como fruta fresca y pulpa concentrada que es procesada y distribuida para 

su venta a fabricantes de helados, restaurantes y comercios locales (Cordero et al., 

2003). La producción proviene de pequeñas plantaciones, a veces asociadas con otros 

cultivos principales, y de árboles aislados en potreros o solares. El árbol se cultiva 

principalmente en Costa Rica y Nicaragua, donde los frutos son ampliamente 

comercializados (Baraona, 1995). En México se le encuentra principalmente de forma 

silvestre y su fruto es poco conocido. 

 

1.4.6 Reportes sobre P. friedrichsthalianum 

A pesar del sabor característico del fruto, la composición de los compuestos volátiles de 

P. friedrichsthalianum no ha sido ampliamente estudiada. Diferentes autores (Pino et 

al., 1999; Pino et al., 2001; Chyau et al., 1992; Vernin et al., 1998) han analizado los 

compuestos volátiles de otras especies de Psidium, encontrando que los compuestos 

dominantes son terpenoides.  
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En un estudio realizado por Pino y colaboradores (2002) se identificó mediante GC-

MS un amplio número de terpenos y derivados terpénicos en el fruto de la guayaba 

agria; los compuestos caracterizados incluyen el (E)-β-cariofileno, α-terpineol, α-pineno, 

α-selineno, β-selineno, δ-acdineno, 4,11-selinadieno y α-copaeno. Muchos de los 

compuestos encontrados en esta fruta contribuyen de manera importante al aroma 

tropical característico de otras especies de guayabas. Asimismo, dicho estudio (Pino et 

al., 2002) reveló que el sabor típico de la guayaba agria, frecuentemente descrito como 

un sabor ácido y altamente frutal, se debe a la presencia de ésteres alifáticos y 

compuestos como el α-terpineol y el linalool. Muchos de los ésteres identificados en 

esta fruta, también se han encontrado en otras frutas tropicales tales como la guayaba 

común, la guayaba fresa, la papaya, la fruta de la pasión  y la guanábana.  

La guayaba común (P. guajava) frecuentemente se incluye en el grupo de las 

“superfrutas” (Sanda et al., 2011) y algunos estudios reportan que sus hojas y frutos 

poseen actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, antiespasmódica 

hepatoprotectora, antigenotóxica, antiplasmódica, antidiabética y anticancerígena 

(Gutierrez et al., 2008). Ya que P. friedrichsthalianum es una especie altamente 

relacionada con P. guajava, algunos grupos de investigación (Flores et al., 2013) 

proponen la guayaba agria comparte algunas de las propiedades farmacológicas antes 

mencionadas. Sin embrago, existen pocos reportes donde se examinen las propiedades 

biológicas o la composición de esta especie. 

En un estudio realizado por Flores y colaboradores (2013) se examinó el efecto 

terapéutico potencial de los extractos de P. friedrichsthalianum en la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (EPOC), encontrando que la fracción de etilacetato 
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mostraba la mayor actividad antioxidante en comparación con la fracción butanólica, la 

fracción hexánica y el extracto crudo. Asimismo, se determinó la presencia de 

compuestos fenólicos tales como 1-O-trans-cinamoil-β-D-glucopiranosa, ácido elágico, 

miricetina, quercitrina y quercetina en dicha fracción.  

Finalmente, en un estudio previo realizado por Miranda y colaboradores (2012) se 

describe el efecto de los  extractos etanólico y hexánico preparados a partir de las hojas 

de P. friedrichsthalianum sobre el crecimiento  de las bacterias patógenas S. 

typhimurium y S. aureus. Los resultados obtenidos indican que el extracto etanólico 

tuvo la mejor actividad biológica en la prueba de difusión en agar, ya que en ese caso 

se obtuvieron los mayores halos de inhibición (9.53 y 13. 38 mm) para S. typhimurium y 

S. aureus. 
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2. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 

Desde sus orígenes, la humanidad ha buscado en las plantas una alternativa para tratar 

los padecimientos que la aquejan (Mitscher, 2000). El conocimiento de recursos 

naturales con fines medicinales, adquirido empíricamente por el ser humano a lo largo 

de miles de años, ha favorecido el desarrollo de diversas áreas como la terapéutica, la 

farmacéutica, la farmacología y la medicina, así como de la industria cosmética y 

alimentaria. Este vasto cúmulo de conocimientos ha tenido un gran impacto en el 

campo de las ciencias médicas y en la farmacéutica al contribuir en la identificación y 

desarrollo de nuevos y potentes agentes medicinales (Cortez-Gallardo et al., 2004). 

Debido a la automedicación y al uso indiscriminado de algunos antibióticos, la 

prevalencia de organismos patógenos resistentes es cada vez mayor. Además, las 

infecciones causadas por bacterias multirresistentes causan una amplia morbilidad y 

mortalidad, lo que implica la aparición de tratamientos más costosos, peligrosos e 

invasivos. Estas razones han impulsado la búsqueda de nuevas alternativas a partir de 

fuentes naturales que permitan combatir los procesos infecciosos que afectan a la 

mayor parte de la población. 

En la última década, el estudio de los productos naturales ha tomado mayor 

relevancia debido a que muchos países desarrollados han mostrado interés creciente 

en los sistemas alternativos o complementarios de la medicina, con el consiguiente 

aumento del comercio internacional de medicamentos herbarios y otros tipos de 

medicamentos tradicionales (OMS, 2010). Dichos productos se utilizan para el 

tratamiento de una amplia gama de enfermedades tales como, ansiedad, cefaleas, 
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insuficiencia cardíaca, hipertensión arterial, hiperlipidemias, artrosis, dispepsia, gastritis, 

afecciones inflamatorias e infecciosas de piel y mucosas, resfriado, sinusitis, entre otras 

(Castillo-García, 2007). 

En este contexto, existen evidencias epidemiológicas que demuestran que las 

biopelículas tienen un papel relevante en el desarrollo de enfermedades infecciosas 

(Rocha Gracia, 2006), como enfermedades de la cavidad oral. 

La caries dental, por ejemplo, es una enfermedad oral relacionada con la formación 

de biopelículas que continúa afectando a la mayoría de la población mundial (Marsh, 

2003).  A pesar de que otros microorganismos adicionales pueden estar involucrados, 

Streptococcus mutans juega un rol clave en la patogénesis de la enfermedad.  

Esta bacteria es capaz de (i) producir y tolerar ambientes ácidos; (ii) sintetizar 

glucanos insolubles en agua a partir de sacarosa mediante la acción de 

glucosiltranferasas (GTFs); y (iii) adherirse fuertemente a la película adquirida en las 

superficies dentales (Quivey, 2000 y Bowen, 2011). La combinación de estos factores 

de virulencia permite a S. mutans colonizar las superficies dentales de manera efectiva 

y modular la transición de biopelículas no patogénicas a biopelículas cariogénicas, lo 

cual deriva en la formación de caries (Jeon, 2011). Por lo tanto, las estrategias dirigidas 

a inhibir la viabilidad y virulencia de S. mutans deben ser precisas y selectivas para la 

prevención de la caries dental. Los estudios en los que se utilizan plantas para prevenir 

o tratar enfermedades orales tales como la caries dental han recibido bastante atención 

debido al uso de agentes quimioterapéuticos comerciales anti-caries como la 

clorhexidina y el triclosán; cuyo uso tiene varios efectos secundarios tales como 
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manchas en los dientes, alteraciones en el sentido del gusto, aparición de resistencia 

bacteriana e incluso resultar en reacciones anafilácticas (Ban, 2012). También existen 

reportes que indican que la clorhexidina es citotóxica para los fibroblastos gingivales y 

para las células del epitelio gingival (Sakaue, et al., 2016). 

Existen algunos informes en los que se reporta que las hojas y frutos de Psidium 

guajava han mostrado actividad antioxidante, antinflamatoria, antiespasmódica, 

antidiabética, anticancerígena y antimicrobiana, entre otras (Gutierrez et al., 2008).  

A pesar de la ausencia de estudios en los que se examine la composición y 

actividad biológica de Psidium friedrichsthalianum, se ha propuesto que la guayaba 

agria comparte muchas de las propiedades farmacológicas de P. guajava (Flores et al., 

2013). Lo cual la convierte en una opción para la prevención o tratamiento de los 

padecimientos antes mencionados. 

Con base en las consideraciones anteriores el objetivo general del presente 

proyecto de investigación consiste en aislar e identificar los compuestos responsables 

de la actividad biológica en los frutos de Psidium friedrichsthalianum. Para cumplir con 

el objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos particulares: 
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1. Preparar el extracto metanol-agua (70:30) de los frutos desecados de 

P.friedrichsthalianum 

2. Evaluar la actividad del extracto metanol-agua (70:30) de los frutos de 

P.friedrichsthalianum sobre el crecimiento de las bacterias S. mutans, S. oralis y 

S. sanguinis utilizando la prueba de difusión en agar. 

3. Fraccionar el extracto activo, empleando para ello, procesos de partición y 

métodos cromatográficos convencionales, para conseguir el aislamiento de los 

compuestos responsables de la actividad biológica. 

4. Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas espectroscópicas y 

espectrométricas. 

5. Evaluar cuantitativamente el efecto del extracto activo y de los compuestos 

aislados sobre el crecimiento de las bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis 

usando el método de microdilución en placa de 96 pozos. 

6. Evaluar el efecto de los compuestos aislados sobre la producción de ácido de S. 

mutans 

7. Determinar el efecto de los extractos obtenidos y de los compuestos aislados 

sobre la formación de la biopelícula producida por S. mutans. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 
 

  
24 

 
  

  
3. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 
3.1  Recolección del material vegetal 

El fruto de Psidium friedrichsthalianum, fue recolectado en Villahermosa, Tabasco en 

mayo del 2013. El material vegetal fue autentificado por la M. en C. Judith Espinosa de 

la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco. Una muestra de herbario se conserva en 

la UJAT. 

 

  

Figura 9. Localización y distribución climática en Tabasco. Obtenida de INEGI, 2015. 

 

La localidad de Villahermosa se encuentra en el estado de Tabasco, donde el clima 

es en su mayoría cálido húmedo. 

 

3.2  Tratamiento previo del material vegetal 

El material vegetal se sometió a un proceso de limpieza mediante la eliminación de 

impurezas visibles; tales como hojas, residuos vegetales, insectos y cualquier material 
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extraño. Posteriormente, las muestras se refrigeraron para su adecuada conservación 

hasta el momento del análisis. 

 
Figura 10. Fruto desecado de Psidium friedrichsthalianum. 

. 

3.3  Procedimientos generales de análisis 

3.3.1 Análisis cromatográficos 

La cromatografía en columna abierta se realizó sobre DIAION HP-20, Amberlita XAD16 

y Sephadex LH-20 (Fluka). 

Los análisis cromatográficos en capa fina se realizaron sobre placas de aluminio 

cubiertas con gel de sílice (60 F254 Merck, tamaño de partícula 0.063 – 0.200 mm) en 

diversos tamaños y sistemas de elución. Se observaron bajo luz UV a λ= 254 nm y 315 

nm, posteriormente se revelaron con vainillina sulfúrica (a 100 °C) o con FeCl3. 

Las separaciones cromatográficas en placa preparativa se realizaron sobre gel de 

sílice 60 F254 Merck de 20 × 20 cm y 2 mm de espesor. 
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3.3.2 Determinación de las constantes espectrométricas y espectroscópicas  

Los espectros de masas se generaron en un equipo Agilent 6890L por impacto 

electrónico (IE) a 70 EV y el analizador másico de tiempo de vuelo (TOF). 

Los espectros de RMN de 1H y 13C se obtuvieron de un equipo Varian, a una 

radiofrecuencia de 400 MHz y 100 MHz, respectivamente. Las muestras se  disolvieron 

en CDCl3, DMSO-d6, MeOH-d4 y acetona-d6, según el caso. Los desplazamientos 

químicos se expresan en el parámetro δ (ppm) y están referidos al TMS. 

 

3.4  Obtención del extracto metanol-agua (70:30) 

El material vegetal (900 g) se sometió a un proceso de molienda y se extrajo mediante 

maceración utilizando una mezcla de MeOH/H2O (70:30) durante un periodo de 72 

horas. Posteriormente, el extracto obtenido se filtró y concentró a presión reducida. 

Finalmente se pesó el extracto total seco (187 g). 

 

3.4.1 Fraccionamiento primario  

El extracto obtenido se suspendió en agua desionizada y se sometió a una partición  

secuencial, utilizando como disolventes hexano (3 × 500 mL), acetato de etilo (3 × 500 

mL) y 2-butanol (3 × 500 mL). Este proceso permitió la obtención de cuatro fracciones 

(F-I: hexano, F-II: acetato de etilo, F-III: 2-butanol, F-IV: acuosa), las cuales fueron 

concentradas a presión reducida. En el siguiente cuadro se muestran las cantidades 

obtenidas para cada una de las fracciones. 
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Cuadro 3. Fraccionamiento primario 

Fracción primaria Cantidad obtenida (g) 

hexano (F-I) 0.010 

acetato de etilo (F-II) 19.3 

2-butanol (F-III) 113.1 

acuosa (F-IV) 50.7 

 
 

3.4.2 Fraccionamiento secundario 

Una porción de 10 g de la fracción F-II (acetato de etilo) se sometió a un nuevo 

fraccionamiento en una columna abierta, utilizando DIAION HP-20 como adsorbente y 

eluyendo con un gradiente de H2O a MeOH (100:0 a 0:100). 

Este proceso permitió la obtención de 30 fracciones, las cuales se reunieron por 

similitud cromatográfica para dar lugar a un total de seis fracciones (2A – 2F).  

Por otro lado, 10 g de la fracción III (2-butanol) se disolvieron en agua y se 

sometieron a un fraccionamiento secundario en una columna abierta, en el que se 

utilizó Amberlita XAD16 como adsorbente y como eluyente un gradiente de H2O a 

MeOH (100:0 a 0:100). De este proceso se recolectaron seis fracciones (3A – 3F).  

La fracción 3C se sometió a un nuevo proceso de fraccionamiento en una columna 

abierta, utilizando Sephadex LH-20 con metanol como eluyente; lo que permitió la 
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recolección de 30 nuevas fracciones que se reunieron por similitud cromatográfica, 

dando lugar a cinco fracciones (A1 – A5).  

 

3.4.3 Separación de los compuestos activos en las fracciones A2 – A4 

En la fracción A2 precipitó un sólido beige se caracterizó por RMN-H1 y EM como ácido 

elágico (2).  

Por otro lado, mediante una cromatografía en capa fina preparativa (CCFP) fue 

posible aislar ácido gálico (1) y quercetina (3) a partir de las fracciones A3 y A4, 

respectivamente. Para este proceso se utilizó tolueno/acetato de etilo/ácido 

fórmico/metanol (3:3:0.8:0.2) como sistema de elución. Los compuestos se identificaron 

mediante RMN-H1 y EM. 
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Extracto MeOH/H2O (710:30) 187 g Residuo Vegetal 

Material Vegetal, 900 g 

Maceración con 
MeOH/H2O (70:30), 72 h 

Hexano (3 × 500 mL)  
Acetato de etilo (3 × 500 mL)   
2-butanol (3 × 500 mL) 

FI                         FII                        FIII                       FIV 

CCA, Amberlita XAD16,  
eluyente H2O → MeOH 

3A              3B               3C              3D             3E              
3F 

Sephadex LH-20, eluyente MeOH 

Fx 1-5         Fx 6-11        Fx 12-17     Fx 18-23    Fx 24-30  

A1              A2              A3              A4               A5 

Sólido Beige 

(1) Ácido elágico 
CCFP, sílica gel, 2 mm 
 
Elución tolueno / acetato de 
etilo / ácido fórmico  /metanol 
(3:3:0.8:0.2) 

(2) Ácido gálico 
 
 
 
 
(3) Quercetina 

Figura 11. Resumen del procedimiento experimental del estudio químico de Psidium friedrichsthalianum 
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3.5 Evaluación de la actividad biológica 

3.5.1 Microorganismos de prueba 

Como modelo de estudio se utilizaron las bacterias cariogénicas Streptococcus mutans 

(ATCC 10499), Streptococcus sanguinis y Streptococcus oralis. Para reactivar las 

bacterias se inocularon 50 μL de una suspensión de bacterias en glicerol en 5 mL de 

caldo BHI y se incubaron los tubos por un periodo de 24 h, a 37°C. Posteriormente, se 

verificó el crecimiento y la pureza de cada cepa mediante pruebas bioquímicas.  

 

3.5.2 Evaluación del extracto metanol-agua (70:30) de Psidium 
friedrichsthalianum mediante la prueba de difusión en agar 

La prueba de difusión en agar se llevó a cabo con el propósito de evaluar la capacidad 

del extracto metanol-agua (70:30) de la guayaba agria para inhibir el crecimiento de las 

bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis. Esta prueba se realizó siguiendo la 

metodología descrita por Rodríguez (2011). 

 
a) Reactivación de la cepa. Se tomaron 100 μL del cultivo conservado en glicerol de 

cada cepa de Streptococcus a evaluar (S. oralis, S. sanguinis o S. mutans), se 

agregaron a viales con 5 mL de medio de cultivo BHI (Infusión cerebro-corazón), los 

cuales se incubaron a 37 ºC durante 17 horas. Se tomaron 100 μL de este nuevo 

cultivo y se inocularon en 5 mL de medio BHI, se incubaron nuevamente a 37 ºC 

durante 4 horas. Posteriormente, se realizaron las diluciones necesarias para obtener 

una densidad óptica (DO) de 0.01 y, de esta manera alcanzar una concentración 

bacteriana de 1 × 106 UFC/mL de la bacteria a utilizar durante el ensayo.  
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b) Preparación de las muestras a evaluar. El extracto metanol-agua (70:30) del fruto 

de Psidium friedrichsthalianum se solubilizó agregando 5 mL de agua destilada y 

sonicando a temperatura ambiente (Hernández 2011).  

 
c) Preparación de la placa con medio BHI. Se preparó medio de cultivo BHI (según 

las instrucciones del fabricante) adicionándole 1.7 % de agar comercial Bacto® para 

solidificar el medio. La mezcla homogénea se esterilizó a 121 ºC y 1 atm durante 15 

minutos. Posteriormente, se dejó enfriar hasta 40 ºC para distribuir en cajas Petri de 

vidrio, colocando 10 mL en cada una y dejando enfriar a temperatura ambiente hasta 

solidificar. Para comprobar la esterilidad del medio, las cajas se incubaron a 30 ºC 

durante 24 horas. 

 
d) Preparación de sobrecapa de medio BHI. Se preparó medio BHI (según las 

instrucciones del fabricante) adicionándole 0.8 % de agar comercial Bacto® para 

solidificar el medio. La mezcla homogénea se distribuyó en proporciones de 7 mL a 

tubos de ensaye con tapón. Finalmente, los tubos se esterilizaron a 121 ºC y 1 atm 

durante 15 minutos. 

 
e) Colocación de las muestras en los pozos. En la placa de agar BHI se colocaron 

las torres de cristal y en los pozos formados se agregó medio de cultivo BHI como 

control negativo, digluconato de clorhexidina al 0.12 % como control positivo, agua y 

Tween® 80 como controles de disolvente, y el extracto a una concentración de 2000 

μg/mL. De las cepas ajustadas a 1 × 106 UFC/mL, se tomaron 40 μL de la cepa de S. 

mutans, y 500 μL de las cepas S. sanguinis y S. oralis para inocularse en la 

sobrecapa fundida. El medio inoculado se vertió sobre la placa con las torres de 
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cristal previamente colocadas. El medio se dejó solidificar a temperatura ambiente, y 

posteriormente se retiraron las torres de cristal dejando pequeños pozos sobre el 

agar. En los pozos se agregaron 80 μL del compuesto a diferentes concentraciones y 

los controles antes mencionados. 

 

3.5.3 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 

Un inóculo de cada una de las cepas antes mencionadas fue resembrado en caldo BHI 

e incubado durante 4 horas, posteriormente, la suspensión de células se ajustó a una 

concentración de 1 × 106 UFC/mL utilizando un espectrofotómetro (Agilent, modelo 

8453E). 

La determinación de las concentraciones mínimas inhibitorias se realizó de acuerdo 

a la metodología descrita por Rivero-Cruz y colaboradores (2012), utilizando el método 

de microdilución en placa de 96 pozos. El valor de CMI fue definido como la 

concentración mínima del compuesto de prueba que inhibe el crecimiento bacteriano en 

el pozo de dilución. A continuación se describe brevemente la técnica antes 

mencionada. 

En cada uno de los pozos se colocaron 100 μL de medio de cultivo infusión cerebro 

corazón (BHI). En la primera línea se adicionó el compuesto de prueba (100 μL), del 

cual se realizaron diluciones seriadas. Después se agregaron 80 μL de medio de cultivo 

con sacarosa al 1 % (m / v) en todos los pozos. Posteriormente se adicionaron 20 μL 

del microorganismo de prueba (S. mutans, S. oralis o S. sanguinis), previamente 

ajustado a una concentración de 1 × 106 UFC/mL. 
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A continuación se esquematiza la distribución de cada uno de los pozos. 

 

 

 

Figura 12. Esquema de la placa de 96 pozos utilizada en el ensayo antimicrobiano. 
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Se utilizaron diferentes controles, tal como se muestra en el Cuadro ¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.. 

 
Cuadro 4. Controles para el ensayo biológico 

Control Medio de cultivo Compuesto de prueba 

Control de disolvente* Con inóculo bacteriano – 

Control negativo Con inóculo bacteriano 
 

Control de esterilidad Sin inóculo bacteriano 
 

Control positivo Con inóculo bacteriano digluconato de clorhexidina  

(CHX) al 0.12% 

*El disolvente utilizado fue agua:DMSO (80:20); –: sin compuesto de prueba 
 

Finalmente, las placas se incubaron en condiciones aerobias durante 24 horas a    

37 °C en una incubadora Labnet 211DS. El crecimiento se estimó 

espectroscópicamente (λ = 660 nm) después de 24 horas utilizando un lector de placas. 

La CMI se determinó por triplicado para cada compuesto o fracción de prueba. 

 

3.5.4 Efecto sobre el crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans 

Este ensayo se realizó en orden de evaluar el efecto sobre el crecimiento de S. mutans 

de las fracciones activas, así como de los compuestos aislados. Para el caso de los 

últimos, se utilizaron concentraciones sub-CMI en cada uno de los ensayos. Para esta 

determinación se empleó una modificación de la metodología descrita por Wei y 

colaboradores (2006).  
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Para cada uno de los ensayos se utilizaron matraces con 30 mL de un cultivo de S. 

mutans ajustado a una concentración de 1 × 106 UFC/mL. Posteriormente, se añadieron 

los compuestos de prueba, los cuales se evaluaron a una concentración de 0.1 mg/mL 

y 0.05 mg/mL en el caso de los compuestos puros y a una concentración de 0.1 mg/mL 

en el caso del extracto metanol-agua (70:30) y de la fracción butanólica. 

Finalmente, los matraces se incubaron en condiciones aerobias durante un periodo 

de 7 horas a 37 °C en una incubadora Labnet 211DS. El crecimiento se estimó 

espectroscópicamente (λ = 600 nm) en un espectrofotómetro (Agilent, modelo 8453E) 

tomando alícuotas de 1 mL en intervalos de 30 minutos. 

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, utilizando digluconato de 

clorhexidina al 0.12 % como control positivo y el cultivo bacteriano sin tratamiento como 

control de crecimiento. Como control de disolvente se utilizó DMSO en una 

concentración de 5 % (v/v) y 2.5 % (v/v). 

 

3.5.5 Efecto sobre la producción de ácido de S. mutans 

La determinación del efecto de las concentraciones sub-CMI de los compuestos de 

prueba sobre la producción de ácido S. mutans se realizó de acuerdo a la metodología 

de Ciardi et al. (1981). A tubos de ensayo con aproximadamente 5 mL de medio de 

cultivo se les adicionó un inóculo de la bacteria S. mutans. Posteriormente los tubos se 

ajustaron hasta una concentración de 1 × 106 UFC/mL. Después, los compuestos de 

prueba se disolvieron en DMSO al 2.5 % (v/v) y se adicionaron en una concentración de 

0.1 mg/mL. 
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Los tubos se incubaron en condiciones aerobias durante un periodo de 24 horas a 

37 °C. Se tomaron lecturas de pH antes y después del periodo de incubación. 

El efecto sobre la producción de ácido de S. mutans también se evaluó empleando 

medio de cultivo enriquecido con sacarosa al 1 % (m/v) siguiendo la metodología antes 

descrita.  

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, utilizando digluconato de 

clorhexidina al 0.12 % como control positivo y el cultivo bacteriano sin tratamiento como 

control de crecimiento.  

 

3.5.6 Evaluación de los compuestos de prueba sobre la formación de la 

biopelícula producida por S. mutans 

Un inóculo de la cepa de S. mutans se resembró en caldo BHI y se incubó durante 4 

horas, posteriormente, la suspensión celular se ajustó a una concentración de 1 × 106 

UFC/mL utilizando un espectrofotómetro. 

Para la determinación del efecto de los compuestos de prueba sobre la formación 

de la biopelícula producida por S. mutans se empleó una modificación a la metodología 

descrita por Nassar et al. (2012), utilizando placas estériles de poliestireno de 12 pozos.  

En cada uno de los pozos se colocaron 2 mL de medio de cultivo infusión cerebro 

corazón (BHI) enriquecido con sacarosa al 1 % (m / v) y posteriormente se inocularon 

con 100 μL de la suspensión celular de S. mutans.  
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Como control positivo se utilizó digluconato de clorhexidina al 0.12 % y como 

control negativo se utilizó el cultivo bacteriano sin tratamiento. Como control de 

disolvente se utilizó DMSO en una concentración de 2.5 % (v / v). Todas las 

determinaciones se realizaron por triplicado.  

Las placas se incubaron en condiciones aerobias durante 48 horas a 37 °C. 

Después del tiempo de incubación las placas se lavaron con agua desionizada con el 

fin de remover las células no adheridas. La biopelícula fue fijada adicionando 1 mL de 

formaldehído al 10 % (v / v). Las placas se dejaron reposar durante 24 horas a 

temperatura ambiente. Después de este periodo, el formaldehido fue removido. 

Posteriormente, se añadieron 200 µL de cristal violeta (0.4 %) a cada pozo; las 

placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. La solución de cristal violeta 

fue removida y 250 µL de isopropanol se adicionaron en cada pozo. La absorbancia se 

determinó a 565 nm en un lector de placas. 

El 100 % de adhesión fue definido como la absorbancia correspondiente al control 

negativo (sin tratamiento). Con base en los resultados de absorbancia de los pozos con 

los diferentes tratamientos, se calcularon los porcentajes de inhibición de cada 

compuesto de prueba. 
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4.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En el presente proyecto se realizó el estudio químico del extracto metanol-agua (70:30) 

del fruto de Psidium friedrichsthalianum y la determinación de su efecto sobre el 

crecimiento de  bacterias patógenas de la cavidad oral S. mutans, S. oralis y S. 

sanguinis.  

El fruto de la guayaba agria se seleccionó con base en sus usos en la medicina 

tradicional para el tratamiento de diversos padecimientos intestinales y como agente 

antiséptico y astringente (Sánchez-Vindas, 1990). Sin embargo, existe poca evidencia 

documentada del efecto de la guayaba agria sobre el crecimiento de bacterias 

patógenas.  

Los frutos de Psidium friedrichsthalianum fueron desecados y sometidos a un 

proceso de maceración para obtener el extracto metanol-agua (70:30). Después, se 

realizó un proceso de fraccionamiento primario a partir del extracto utilizando 

disolventes de diferente polaridad. Este proceso permitió la obtención de cuatro 

fracciones (F01 – F04). Posteriormente, se realizó la prueba de difusión en agar al 

extracto metanol-agua (70:30) y a la fracción butanólica. A continuación, se determinó 

la concentración mínima inhibitoria, la capacidad inhibitoria de formación de biopelícula, 

la capacidad inhibitoria de la producción de ácido y el efecto sobre el crecimiento de 

bacterias cariogénicas. 

Por otra parte, el extracto metanol-agua (70:30) de P. friedrichsthalianum fue 

sometido a un estudio químico y los compuestos aislados se identificaron por sus 
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constantes espectroscópicas y espectrométricas. Se evaluó la actividad antibacteriana 

de los mismos, utilizando los ensayos antes mencionados. 

 

4.1 Evaluación del extracto metanol-agua (70:30) de Psidium friedrichsthalianum 
mediante la prueba de difusión en agar 

La prueba de difusión en agar se llevó a cabo con el propósito de evaluar la capacidad 

del extracto metanol-agua (70:30) de la guayaba agria para inhibir el crecimiento de las 

bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis. 

Los resultados obtenidos del ensayo de difusión en placas de agar permitieron 

determinar que el extracto MeOH/H2O (70:30) de los frutos de la guayaba inhibían el 

crecimiento de las bacterias S. oralis, S. sanguinis y S. mutans a una concentración de 

2.0 mg/mL con halos de inhibición en un rango de 0.5 a 2.5 mm. Los halos de inhibición 

obtenidos para el extracto MeOH/H2O (70:30) fueron comparables a los determinados 

para el control positivo digluconato de clorhexidina (0.12 %). En la Figura 13 se 

muestran los halos de inhibición de la prueba de difusión en agar. 

 

Figura 13. Prueba de difusión en agar para el extracto metanol-agua (70:30): A) S. mutans, B) 
S. oralis, C) S. sanguinis. Los números indican 1) extracto metanol-agua (70:30), 2) control 
positivo: digluconato de clorhexidina (0.12 %), 3) control negativo: medio de cultivo BHI, 4) 
control disolvente: agua y Tween® 80. 
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4.2 Determinación de la Concentración mínima inhibitoria (CMI) 

Las bacterias empleadas en el estudio antimicrobiano fueron S. mutans, S. sanguinis y 

S. oralis. Pertenecen al género Streptococcus y se caracterizan por presentar una 

disposición en cadena así como tinción Gram (+). Constituyen un grupo complejo que 

probablemente sea la causa de más enfermedades y que provoque una diversidad de 

dolencias mayor que cualquier otro grupo de bacterias (Tortora et al., 2007).  

Los microorganismos empleados son bacterias cariogénicas primarias ya que 

forman la placa dental por adhesión a la superficie dental mediante la síntesis de 

polisacáridos extracelulares (Hamada y Slade, 1980; Loesche, 1986).  

Respecto a la técnica empleada, Reller y Weinstein (2009) señalan que la 

microdilución se considera un buen método para probar de manera rápida y simultánea 

un gran número de muestras.  

En primer lugar se procedió a determinar las CMIs para el extracto metanol-agua 

(70:30), los resultados obtenidos indican que el extracto de los frutos de la guayaba 

agria inhibe el crecimiento de las bacterias seleccionadas en un rango de 0.5 a 2.0 

mg/mL. La bacteria que presentó la mayor sensibilidad fue S. sanguinis y la  más 

resistente fue S. mutans. Estos resultados son similares a los reportados previamente 

por Kinghorn y colaboradores para la berberina (2005). El control positivo utilizado fue 

el digluconato de clorhexidina (CHX). Las CMIs obtenidas para este agente 

antibacteriano fueron de 0.016 y 0.032 mg/mL para las bacterias seleccionadas. En el 

Cuadro 5 se resumen las CMIs calculadas para las bacterias empleadas. 
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Cuadro 5. Determinación de la Concentración mínima inhibitoria (mg/mL) del extracto 
metanol-agua (70:30) de P. friedrichsthalianum 

 
CMI (mg/mL) 

S. mutans S. oralis S. sanguinis 

Extracto metanol-agua (70:30) 2.0 1.0 0.5 

digluconato de clorhexidina 0.032 0.016 0.016 

 

Estos resultados permitieron confirmar que el extracto metanol-agua (70:30) 

derivado de los frutos de guayaba inhibe el crecimiento de las bacterias de prueba, por 

lo que se procedió a realizar un fraccionamiento primario tal y como se describió con 

anterioridad. 

Se procedió a determinar la concentración mínima inhibitoria para cada una de las 

fracciones obtenidas en el proceso antes mencionado obteniendo los resultados 

presentados en el siguiente cuadro. 

 

 

 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

  
42 

 
  

Cuadro 6. Determinación de la CMI (mg/mL) de las fracciones primarias 

 
CMI (mg/mL) 

Fracciones S. mutans S. oralis S. sanguinis 

hexano (F-I) ND ND ND 

acetato de etilo (F-II) 4.0 4.0 3.3 

2-butanol (F-III) 1.0 1.0 1.0 

acuosa (F-IV) > 8.0 > 8.0 > 8.0 

digluconato de clorhexidina 0.032 0.016 0.016 

ND: No determinada 

En este caso la fracción de 2-butanol (F-III) presentó la mayor actividad 

antibacteriana (CMIs de 1.0 mg/mL en cada uno de los casos), por lo que el 

fraccionamiento secundario se continuó a partir de esta fracción. De este proceso de 

obtuvieron 6 fracciones: 3-A (6.8650 g), 3-B (1.3106 g),  3-C (0.7929 g), 3-D (0.8370 g), 

3-E (0.1681 g), 3-F (0.0785 g). 

Las CMIs obtenidas para las fracciones secundarias estuvieron en un rango entre 

0.5 y 2.0 mg/mL, siendo la fracción 3C activa contra S. oralis y S. sanguinis, pero no 

frente a S. mutans.  
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Cuadro 7. Determinación de la CMI (mg/mL) de las fracciones secundarias 

 
CMI (mg/mL) 

Fracciones S. mutans S. oralis S. sanguinis 

3A 4.0 1.0 1.0 

3B 2.0 0.5 2.0 

3C 1.4 0.7 1.0 

3D 2.0 0.5 2.0 

3E 2.0 0.5 1.0 

3F 2.0 0.5 1.0 

digluconato de clorhexidina 0.032 0.016 0.016 

 

Los resultados mostraron que la fracción con mayor actividad fue la 3C, por lo que 

de manera análoga al procedimiento anterior, esta fracción fue seleccionada para 

continuar con un nuevo fraccionamiento, a partir del cual, se aislaron tres compuestos: 

ácido gálico, ácido elágico y quercetina. 
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También se realizó la evaluación del potencial antibacteriano de dichos compuestos 

sobre el crecimiento de tres bacterias del grupo Viridans: Streptococcus mutans, 

Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis; determinando la CMI mediante un 

ensayo de microdilución en placa de 96 pozos y obteniendo los siguientes resultados. 

 

Cuadro 8. Determinación de la CMI (mg/mL) de los compuestos aislados 

 
CMI (mg/mL) 

 S. mutans S. oralis S. sanguinis 

ácido gálico 0.5 2.0 0.5 

ácido elágico 0.25 0.5 0.5 

quercetina 0.5 1.0 1.0 

digluconato de clorhexidina 0.032 0.016 0.016 

 

Ríos y colaboradores (1988) consideran que un extracto vegetal es activo si su CMI 

es menor o igual a 1.0 mg/mL cuando se utiliza el método de microdilución en placa. 

Con base en este criterio se determinó la actividad de cada uno de los compuestos 

evaluados. 
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Finalmente, se encontró que tanto la quercetina como el ácido elágico tienen la 

capacidad de inhibir el crecimiento de las tres bacterias evaluadas; mientras que el 

ácido gálico solamente es activo frente a S. mutans y S. sanguinis. 

Por último, es importante destacar que las bacterias cariogénicas se encuentran 

implicadas en diversos padecimientos entre los cuales se pude destacar por su 

frecuencia a la endocarditis bacteriana. Esta enfermedad tiene alta morbilidad y 

mortalidad y en el 90% de los casos se aíslan a partir de pacientes infectados tres 

grupos de bacterias, que comparten la capacidad de adherirse al endocardio: 

Staphylococci, Streptococci y Enterococci (López et al., 2005).  

 

4.3 Efecto sobre el crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans 

Este ensayo se realizó en orden de evaluar el efecto sobre el crecimiento de S. mutans 

de las fracciones activas, así como de los compuestos aislados. Para el caso de los 

últimos, se utilizaron concentraciones sub-CMI en cada uno de los en ensayos. Para 

esta determinación se empleó una modificación de la metodología descrita por Wei y 

colaboradores (2006). Para ello, se construyó una curva temporal en la que se tomaron 

lecturas de absorbancia cada 30 minutos en un intervalo de 7 horas. 

En primer lugar, se construyó una curva de crecimiento sin aplicar tratamiento 

alguno, con el fin de conocer el comportamiento normal de S. mutans y tenerlo como 

referencia para futuras comparaciones.  
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Se empleó digluconato de clorhexidina (0.12 %) como control positivo; 

determinando que ésta inhibe totalmente el crecimiento de S. mutans. Posteriormente, 

se construyeron las curvas correspondientes al control de disolvente utilizando DMSO 

en una concentración de 2.5 y 5 % (v / v). 

Los resultados mostrados en Figura 14 permiten concluir que el crecimiento de S. 

mutans no se ve afectado por el DMSO en una concentración del 2.5 %, pero en 

cambio se ve disminuido al adicionar el disolvente al 5 %. Una vez realizada esta 

determinación, se construyeron las curvas temporales para los extractos obtenidos y los 

compuestos aislados; utilizando como disolvente DMSO al 2.5 % (v/v). 

 

Figura 14. Efecto del disolvente (DMSO) sobre el crecimiento de S. mutans 
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En el caso de los compuestos aislados se probaron dos concentraciones sub-CMI 

(0.1 y 0.05 mg/mL), mientras que para el caso de los extractos se probó solamente una 

concentración de 0.1 mg/mL. 

En primer lugar, la actividad antimicrobiana de los compuestos estudiados contra S. 

mutans fue menos potente que la del digluconato de clorhexidina, el cual es un 

antimicrobiano clínicamente utilizado. 

 

  

Figura 15. Efecto de diferentes compuestos sobre el crecimiento de S. mutans 
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Los resultados presentados en la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. 

muestran que en el caso de la fracción butanólica y el extracto metanol-agua (70:30), la 

tasa de crecimiento de la bacteria se mantiene prácticamente sin alteraciones durante 

las primeras dos horas de exposición, siendo comparable al comportamiento de las 

bacterias no tratadas. Sin embargo, después del tiempo transcurrido la bacteria no 

presenta la fase de crecimiento exponencial. 

Asimismo, es posible notar que el efecto sobre el crecimiento de S. mutans tanto de 

la fracción butanólica como del extracto metanol-agua (70:30), es comparable al efecto 

que tiene la quercetina (0.1 mg/mL) sobre dicha bacteria. Mientras que en el caso del 

ácido gálico y elágico pudo observarse una inhibición parcial del crecimiento bacteriano 

en las dos concentraciones estudiadas. 

 

4.4 Efecto sobre la producción de ácido 

Los resultados obtenidos en el ensayo realizado para determinar el efecto de cada uno 

de los compuestos y extractos estudiados en concentraciones sub-CMI (0.1 mg/mL) 

después de un periodo de incubación de 24 horas, se muestran a continuación. 

Tanto la capacidad para generar ácido, como la capacidad para funcionar a un pH 

bajo, parecen ser los principales rasgos fisiológicos asociados con la cariogenicidad de 

S. mutans (Prabu, 2006). 
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En el caso de la  

Figura 16, se puede observar que en un medio de cultivo que no ha sido 

enriquecido con glucosa, la adición de quercetina (0.1 mg/mL) inhibe parcialmente la 

producción de ácido de S. mutans con respecto al control. 

 

 

 

 

Figura 16. Efecto de los compuestos y extractos estudiados sobre la producción de 
ácido de Streptococcus mutans en un medio sin glucosa 

 

 
  

Medio de cultivo BHI  
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Mientras que en la  

Figura 17 se muestra un comportamiento similar, en el que la adición de quercetina 

inhibe la producción de ácido de la bacteria estudiada de manera comparable al 

digluconato de clorhexidina (0.1 %). 

 

 

 

 

Figura 17. Efecto de los compuestos y extractos estudiados sobre la producción de 
ácido de Streptococcus mutans en un medio enriquecido con glucosa 

 

 

Medio de cultivo BHI  enriquecido con glucosa 
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4.5 Evaluación de los compuestos de prueba sobre la formación de la biopelícula 
producida por S. mutans 

 

 

Para la determinación del efecto del extracto metanol-agua (70:30) del fruto de la 

guayaba agria (EMF) y de la fracción butanólica (FBF) sobre la formación de la 

biopelícula monoespecie producida por la bacteria cariogénica Streptococcus mutans 

se utilizó el ensayo de cristal violeta. Como resultado, se observó una inhibición de la 

formación de la biopelícula dependiente de la concentración. En la Figura 18 se 

observan las diferencias en la formación de la biopelícula producida por S. mutans a 

concentraciones de 0.1 y 1.0 mg/mL de la fracción butanólica y a una concentración de 

1.0 mg/mL del extracto del fruto de la guayaba agria. En la fila D se observa el control 

de esterilidad, el control bacteriano (sin tratamiento, crecimiento del 100%) y el control 

de disolvente.  

Como se mencionó con anterioridad, la determinación del efecto sobre la formación 

de la biopelícula por la especie S. mutans se realizó empleando una modificación a la 

metodología descrita por Nassar et al., (2012). En este método se consideró a la 

medida de absorbancia del carril sin tratamiento como el 100 % de adhesión, y tomando 

este resultado como referencia, se calcularon los porcentajes de inhibición para los 

diferentes tratamientos.  
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Figura 18. Efecto sobre la formación de la biopelícula por S. mutans utilizando el 
ensayo de cristal violeta. 

 

Como resultado de este ensayo, se obtuvo que el extracto metanol-agua (70:30) 

inhibió la formación de la biopelícula en un 33 %, mientras que el porcentaje de 

inhibición para la fracción butanólica fue de 66 % a una concentración de 0.1 mg/mL y 

de 80 % a una concentración den 1.0 mg/mL. 

Posteriormente, se determinó el efecto de los compuestos sobre la formación de la 

biopelícula  a concentraciones de 0.05 mg/mL y 0.1 mg/mL utilizando la misma 

estrategia experimental descrita para el extracto y la fracción butanólica. Los resultados 

obtenidos indican que a las concentraciones de 0.05 y 0.1 mg/mL sólo la quercetina 

inhibe la formación de la biopelícula en un 18% y 25%, respectivamente. Los ácidos 
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elágico y gálico no tuvieron efecto sobre la formación del  biopelícula a la concentración 

de 0.05 mg/mL y a 0.1 mg/mL no fue posible medir el efecto debido a la falta de 

solubilidad de los compuestos y a la formación de precipitados. Sin embargo, es 

importante mencionar que estudios previos han determinado que los ácidos elágico y 

gálico inhiben a las enzimas glucosiltransferasas de S. mutans.  

De manera general, S. mutans es visto como un agente primario en la patogénesis 

dental (Bowen, 2002; Beighton, 2005). Esta bacteria sintetiza glucanos extracelulares a 

partir de la sacarosa mediante la utilización de glucosiltransferasas (GTFs) (Loesche, 

1986; Bowen, 2002). Los glucanos promueven la acumulación de estreptococos 

cariogénicos (y otros microorganismos orales) en la superficie dental, y son críticos para 

la formación e integridad estructural de las biopelículas (Cury et al., 2000; Marsh, 2004).   

Gran número de estudios, sugieren que algunos productos naturales con alto 

contenido de polifenoles (entre los que se encuentra la quercetina, el ácido gálico y el 

ácido elágico), como el arándano rojo (Vaccinium macrocarpon) (Duarte, 2006), 

Camellia sinensis (Hamilton-Millet, 2001),  Cistus incanus (Wittpahl, 2015), y algunos 

propóleos (Barrientos, 2013), entre otros; no sólo poseen propiedades biológicas que 

representan grandes beneficios para la salud, sino que tienen importantes efectos sobre 

los factores de virulencia de S. mutans ya que actúan impidiendo la formación de 

biopelículas y coagregados bacterianos al inhibir la actividad de las GTFs, así como la 

adherencia de los microorganismos a diferentes superficies (Weis et al., 2002, 

Steinberg et al. 2004; Yamanaka et al., 2004; Duarte et al., 2005).  
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4.6 Identificación de los compuestos aislados 

El estudio químico del fruto de  P. friedrichsthalianum condujo al aislamiento de tres 

compuestos: ácido gálico (1), ácido elágico (2), y quercetina (3). Los cuales fueron 

identificados mediante la comparación de sus constantes espectroscópicas con las 

reportadas en la literatura (Napolitano, 2012). A continuación se presentan los datos de 

RMN1H para cada compuesto. 
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Figura 19. Espectro RMN-1H del ácido gálico (1), DMSO-d6, 400MHz. 
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Figura 20. Espectro RMN-1H del ácido elágico (2), DMSO-d6, 400MHz. 

1H δ (J Hz) 

5, 5’ 7.44 (1H, s) 
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Figura 21. Espectro RMN-1H de la quercetina (3), DMSO-d6, 400MHz 

1H δ (J Hz) 

5 12.49 (1H, s) 

6 6.18 (1H, d, J = 4.0 Hz) 

8 6.41 (1H, d, J = 4.0 Hz) 

2’ 7.68 (1H, d, J = 4.0Hz) 

5’ 6.88 (1H, d, J = 8.0 Hz) 

6’ 7.54 (1H, dd, J = 8.0, 4.0 Hz) 
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CONCLUSIONES  
 

El estudio químico del fruto de Psidium friedrichsthalianum recolectado en Villahermosa, 

Tabasco, permitió el aislamiento de los compuestos polifenólicos: ácido gálico (1), ácido 

elágico (2) y quercetina (3). 

Por otro lado, la prueba de difusión en agar permitió determinar que el extracto 

MeOH/H2O (70:30) del fruto de la guayaba agria inhibe el crecimiento de las bacterias 

S. mutans, S. oralis y S. sanguinis a una concentración de 2.0 mg/mL con halos de 

inhibición en un rango de 0.5 a 2.5 mm, los cuales son comparables a los determinados 

para el control positivo digluconato de clorhexidina (0.12 %). 

Se determinó que las CMIs del extracto metanol-agua (70:30) del fruto de la 

guayaba agria (EMF) para S. mutans, S. oralis y S. sanguinis se encuentran en un 

rango de entre 0.5 y 2.0 mg/mL, lo cual permitió confirmar que el EMF posee actividad 

antibacteriana. Al realizar un fraccionamiento primario, se determinaron las CMIs para 

cada una de las fracciones obtenidas, estableciendo que la fracción butanólica (F-III) 

posee la mejor actividad, ya que su CMI es de 1 mg/mL para todas las bacterias de 

prueba. De manera análoga se realizó un fraccionamiento secundario y se determinó 

que la fracción 3C es la más activa al presentar CMIs en un rango de 0.5 a 1.5 mg/mL. 

Finalmente, la evaluación de los compuestos aislados, estableció que la quercetina y el 

ácido elágico son activos contra las tres bacterias estudiadas, ya que sus CMIs se 

encuentran en un rango de 0.25 a 1.0 mg/mL, mientras que el ácido gálico solamente 

es activo frente a S. mutans y S. sanguinis con CMIs de 0.5 mg/mL. 
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En cuanto al efecto sobre el crecimiento bacteriano de S. mutans, se determinó que 

la fracción butanólica, el extracto metanol-agua (70:30) y la quercetina (0.1 mg/mL) 

inhiben la fase de crecimiento exponencial de la bacteria estudiada. Mientras que en el 

caso del ácido gálico y elágico pudo observarse una inhibición parcial del crecimiento 

bacteriano en las dos concentraciones utilizadas. 

Asimismo, se determinó que en un medio de cultivo que no ha sido enriquecido con 

glucosa, la adición de quercetina (0.1 mg/mL) inhibe parcialmente la producción de 

ácido de S. mutans con respecto al control, mientras que en un medio enriquecido con 

glucosa, la quercetina inhibe la producción de ácido de manera comparable al 

digluconato de clorhexidina (0.12 %). 

Finalmente, al evaluar el efecto del EMF y la fracción butanólica sobre la formación 

de la biopelícula producida por S. mutans, se determinó que el primero inhibe dicha 

formación en un 33 %, mientras que la FBF la inhibe en un 66 % a una concentración 

de 0.1 mg/mL y en un 80 % a una concentración de 1.0 mg/mL. 

Los resultados obtenidos permiten proponer al extracto metanol-agua (70:30) de la 

guayaba agria como una fuente de compuestos con actividad sobre el crecimiento de 

las bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis. 
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PERSPECTIVAS 
 

 Determinar el mecanismo mediante el cual el extracto metanol-agua (70:30) de 

los frutos de la guayaba agria y los compuestos aislados inhiben la formación de 

biopelícula mono especie producida por Streptococcus mutans.  

 Determinar el efecto del extracto y de los compuestos puros sobre un número 

más amplio de bacterias Gram (+), Gram (-) y levaduras. 

 Determinar el efecto del extracto y los compuestos puros sobre las bombas de 

eflujo de bacterias  resistentes a antibióticos. 

 Aislar los componentes minoritarios presentes en la fracción butanólica derivada 

del extracto metanol-agua (70:30) de los frutos de la guayaba agria. 
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