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Resumen: La resistencia a los antimicrobianos (RAM)
representa unos de los problemas mas importantes de salud
mundial. En regiones en desarrollo, como América Latina, la
RAM provoca miles de muertes cada afio debido al bajo o limitado
acceso a antibioticos y/o cuidado basico de salud. En esta region,
la Amazonia alberga una gran biodiversidad que podria ser fuente
para el descubrimiento de nuevas sustancias antimicrobianas
que podrian ayudar a enfrentar la RAM. Entre las especies de
esta region, la guayusa (Ilex guayusa L.) ha sido reportada como
fuente de compuestos bioactivos. Sin embargo, los compuestos
bioactivos obtenidos, han sido mediante la aplicacion de técnicas
convencionales, pocas investigaciones han aplicado técnicas no
convencionales como extraccion con fluido supercritico (ESC) o
extraccion con liquido presurizado (ELP). En el presente estudio
se evaluo la actividad antibacteriana y antifingica de extractos de
guayusa obtenidos mediante técnicas convencionales Soxhlet y
maceracion y comparandolas con técnicas no convencionales ESC
y ELP aplicando solventes/cosolventes polares. Los solventes/
cosolventes usados en las extracciones fueron: CO,/agua, CO,/
etanol/agua, etanol/agua o agua. A partir de la evaluacion de
la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos, se
evidenci6 la presencia de actividad antifungica contra diferentes
dermatofitos: Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum en el rango
1.0 mg mL"' a 0.0625 mg mL". El presente estudio demostré el
potencial de los extractos de hojas de guayusa obtenidos mediante
bajay alta presion para combatir problemas asociados a dermatofitos.
Palabras Clave: Actividad antifingica, Técnicas no convencionales
de extraccion, Ilex guayusa L., Dermatofitos, Concentracion

inhibitoria minima.

Abstract: Antimicrobial Resistance (AMR) represents one

of the most challenging worldwide health problems. In developing
countries, such as Latin America, ARM causes thousands of
fatalities every year due to low access to antibiotics and/or basic
health care. In this region, the Amazonian rainforest hosts a
rich biodiversity which could be a source for discovery of new
antimicrobial drugs which might help to combat ARM. Among
the Amazonian rainforest species, guayusa (Ilex guayusa L.) has
been reported as a source of bioactive compounds. However,
the antimicrobial potential of guayusa’s bioactive molecules
present in extracts obtained have been obtained by conventional
techniques, and non-convectional extraction techniques, such as
supercritical fluid (SFE) and pressurized liquid (PLE) has been
scarcely explored. Here, the antibacterial and antifungal activities
of guayusa extracts obtained by conventional extraction techniques
Soxhlet and maceration and compared with non-conventional
techniques SFE and PLE, using polar solvents/cosolvent. The
solvent/cosolvent used in extraction were CO,/water, CO,/ethanol/
water, ethanol/water or water. The minimal inhibitory concentration
(MIC) was evaluated for each extract and was found antifungal
activity against dermatophytes: Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton rubrum
in the range of 1.0 mg mL" a 0.0625 mg mL"'. The present study
demonstrates the potential of guayusa leaves extracts obtained by
high- and low-pressure techniques to combat the problem associated
to dermatophytes.

Keywords: Antifungal activity, Non-conventional extraction
techniques, Ilex guayusa L., Dermatophytes, Minimal inhibitory

concentration.
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1. Introduccion

Datos muestran que la resistencia
(RAM)

problema, especialmente en América Latina,

antimicrobiana representa  un
pues provoca miles de muertes cada afo
debido al uso indiscriminado, mal uso de
antibioticos, asi como también debido al poco
acceso a antibidticos y/o servicios de salud
basicos. Segiin Aguilar et al. (2019) la RAM
provoco 710000 muertes en América Latina
en 2019; y el impacto econdmico de este
problema, puede provocar una caida de 3.8
puntos en el PIB mundial para el 2030, de ahi
la importancia en descubrir nuevas fuentes
de antimicrobianos que permita enfrentar
este problema (Aguilar et al., 2023; Banco
mundial apud WHO, 2023).

La Amazonia alberga una gran biodiversidad
que podria ser fuente para el descubrimiento
de nuevos compuestos antimicrobianos para
combatir la RAM. Entre las especies de la
amazonia, destaca la guayusa (llex guayusa
L.), que ha sido usada durante milenios por los
indigenas nativos de la region, principalmente
del sur de Colombia, Ecuador y el norte del
Perq, por sus efectos benéficos y estimulantes
(Duetias et al., 2013).

Ilex ha

a nivel mundial,

El género sido ampliamente

investigado, por sus
propiedades benéficas y actividad bioldgica
(Hao et al., 2013), y para el caso especifico
de la guayusa, se han reportado propiedades
como:

estimulante, antioxidante, anti-
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obesidad, antiinflamatoria y antimicrobiana
(Garcia-Ruiz et al., 2017; Hao et al., 2013;
Jacques et al., 2007; Villacis-Chiriboga et al.,
2018; Yi et al., 2016). El efecto antioxidante
en esta especie puede estar asociada a la
presencia de compuestos como: taninos,
fenolicos, flavonoides, esteroides, entre otros
(Garcia-Ruiz et al., 2017; Jara et al., 2013;
Pardau, 2016; Villacis-Chiriboga et al., 2018).
El efecto estimulante estd asociado con la
presencia de metilxantinas, principalmente
cafeina, teobromina y teofilina (Cadena-
Carrera, et al., 2019; Garcia-Ruiz et al., 2017;
Villacis-Chiriboga et al., 2018; Yi et al,
2016).

Hasta ahora, sin embargo, las investigaciones
existentes han evaluado la actividad
antimicrobiana de extractos (brutos) de
guayusa, aplicando métodos convencionales
de extraccion (Garcia-Ruizetal.,2017; Ruiz &
Roque, 2009; Villacis-Chiriboga et al., 2018),
y muy pocos o casi ninguno aplicando técnicas
no convencionales con solventes/cosolventes
polares, como extraccion supercritica (ESC)
o extraccion con liquido presurizado (ELP).
Las técnicas ESC y PLE representan una
alternativa a las técnicas convencionales de
extraccion, pues usan solventes que pueden
ser considerados ambientalmente amigables
(Azmiretal., 2013; Diaz-Reinoso et al., 2006;
Espinosa-Pardo et al., 2016; Gil-Chavez et
al., 2013; Piantino et al., 2008; Rosa et al.,
2009). La ESC con CO, como solvente tiene
muchas propiedades positivas ampliamente
reportadas en la literatura, como selectividad,
no representa riesgo para el medio ambiente,
permite la separacion del extracto inicamente

con la despresurizacion y no deja residuos

e
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de solvente, sin embargo, el CO, como
solvente presenta atributos apolares que
limitan el campo de aplicacion, pero este
particular puede ser solventado mediante el
uso de cosolventes polares como etanol o
agua (Azmir et al., 2013; Diaz-Reinoso et
al., 2006; Espinosa-Pardo et al., 2016; Gil-
Chavez et al., 2013; Piantino et al., 2008;
Rosaetal., 2009). Una alternativa a la ESC es
la ELP, que permite incrementar las tasas de
extraccion, y, por lo tanto, reducir los tiempos
de extraccion y cantidad de solvente usado.
Dependiendo del solvente usado, esta técnica
también puede ser considerada amigable
con el medio ambiente (Azmir et al., 2013;
Gil-Chavez et al.,, 2013; Osorio-Tobon &
Meireles, 2013). Sin embargo, pocas o casi
ninguna investigacion se han desarrollado
para la obtencion de extractos de guayusa y
evaluacion de actividad biologica aplicando
técnicas de extraccidn no convencionales con
solventes/cosolventes polares, como ESC o
ELP (Cadena-Carrera, et al., 2019, Cadena-
Carrera et al., 2023).

El objetivo del presente estudio fue evaluar
la actividad antifingica y antibacteriana
de extractos de hojas de guayusa obtenidos
mediante la aplicacion de técnicas no
usando

convencionales de extraccion

solventes polares.
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I1. Materiales y Métodos

Materiales
Reactivos

Etanol, acetato de etilo, éter fueron
adquiridos de Vetec (Duque de Caxias, RJ,
Brazil). El estandar de cafeina, los medios
de cultivo para bacterias y hongos Mueller-
Hinton Agar (MHA) y Sabouraud Dextrosa
Agar 4 % (SDA), asi como los compuestos
antibacteriano y antifungico ciprofloxacina
y ketoconazol fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Todos los reactivos fueron de grado analitico.

Microrganismos

Cepas de microorganismos fueron obtenidos
de la ATCC (dmerican Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA), e aislados
clinicos fueron proporcionados por el Centro
de Referencia de Micologia CEREMIC (C)
de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas (Rosario, Santa Fé, Argentina)
y por el Laboratory Control Lab (CL) (Rio
de Janeiro, RJ, Brazil). Fueron usadas las
bacterias Gram positivas Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Bacillus subtilis
(ATCC 23858), asi como las Gram
negativas Escherichia coli (ATCC 11775) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
Se usaron las cepas de hongos Aspergillus
Sfumigatus (ATCC 26934), Epidermophyton
floccosum (C 114), Microsporum canis (C

112), Microsporumgypseum(C 115), Rhizopus
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spp. (CL 35), Trichophyton mentagrophytes
(ATCC 9972), y Trichophyton rubrum (C
137) y la levadura Candida albicans (ATCC
10231).

Métodos
Extractos de Hojas de Guayusa

Las hojas fueron adquiridas de forma
comercial de productores locales de la
provincia del Napo, cantéon Archidona y
fueron lavadas, secas y molidas. Los extractos
de hojas de guayusa fueron obtenidos
mediante técnicas de alta y baja presion como
se describe en Cadena-Carrera et al. (2019)
y Cadena-Carrera et al. (2023). De forma
resumida, se usaron técnicas convencionales
0 a baja presion: Soxhlet y maceracion. Para
estas extracciones se usaron 5g de hojas secas
y 150 mL de solvente. Para Soxhlet se usaron
una mezcla de etanol/agua (50-50% en peso)
o agua, durante 6 h en ciclo continuo a la
temperatura de ebullicion del solvente. Para
la maceracion, se usaron hexano, acetato de
etilo, etanol, mezcla de etanol/agua (50-50%
en peso) o agua, colocados en vasos Becker,
protegidos de la luz durante 94 h a temperatura
ambiente. Para las técnicas no convencionales
a alta presion ESC con cosolvente y ELP se
us6 mezcla de etanol/agua (50-50% en peso)

0 agua.

Las condiciones para la ESC con cosolvente
fueron definidas mediante un disefio factorial
completo 22, las condiciones de temperatura
seleccionadas fueron 45 y 75 °C y presion
15 y 25 MPa, el cosolvente fue etanol en
una concentracion de 7 % (en peso), segun

experimentos preliminares. El flujo masico
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de CO, fue mantenido constante en 0.5 kg
h'. Para la ELP se us6 un disefio factorial
completo 2?, considerando la influencia
de la temperatura y el tipo de solvente, las
condiciones de temperatura seleccionadas
fueron 45y 73 °C y solvente agua o etanol. Se
us6 una masa de 5 g de hojas de guayusa, con
una relacion entre masa de solvente y masa
de muestra mantenida constante e igual a 20
kg de solvente por kg de hojas; la presion de
extraccion también fue mantenida constante
en 10 MPa.

De los extractos obtenidos, el solvente/
cosolvente fue removido en un evaporador
rotativo, manteniendo una temperatura de
evaporacion de 40 °C para evitar degradacion
térmica, y un vacio entre 500 y 600 mm
Hg. Posteriormente, los extractos fueron
colocados en frascos d&mbar y mantenidos
en congelamiento a -10 °C hasta realizar los

analisis.

Actividad Antimicrobiana

El indculo fue preparado removiendo las
células esporuladas de hongos/bacterias del
tubo con agar con un asa microbioldgica y
suspendiéndolas en 10 mL de agua estéril.
Las suspensiones de hongos fueron filtrados
a través de una gasa para remover las hifas.
Las suspensiones celulares fueron ajustadas
para alcanzar una concentracion final de
1x10%a 1x10° células mL~!, comparado con el

estandar de McFarland.

La concentraciéon inhibitoria minima (CIM)
de los extractos contra bacterias, levaduras

y hongos filamentosos fue determinada

=]
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mediante el método de dilucion en agar segiin
el Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009) con algunas modificaciones
(Gasparetto et al., 2017).

Fueron preparadas diluciones seriadas de los
extractos con concentraciones variando de
1.0 mg mL"' a 0.062.5 mg mL"' y mezcladas
con MHA para bacterias o SDA para hongos,

y colocados en microtubos tipo tubo (1 mL).

Un volumen de la suspension de indculo
de 1 pL fue adicionado a cada microtubo,
excepto para el control estéril. Los agentes
antibacterianos y antifingicos, ciprofloxacina
y ketoconazol fueron adicionados en el
ensayo como control positivo, y soluciones
sin extracto como blanco. Cada ensayo fue
repetido tres veces. Posterior a la adicion del
inéculo, las cepas fueron incubadas segin
las especificaciones para cada tipo, para
bacterias 35 °C durante 48 h, para levaduras
30 °C durante 24 - 48 h, y temperatura
ambiente (25 °C) durante 5 a 15 dias para
hongos filamentosos. El crecimiento de los
microrganismos fue verificado visualmente
después de 24 h para las bacterias, 48 h para
las levaduras, y segun el tipo de hongo en el
tiempo correspondiente, y la CIM fue definida
como la menor concentracion de extracto
0 compuesto que no presentd crecimiento
visible del microrganismo después del

periodo de incubacion.

Como los resultados obtenidos para al CIM
coincidieron y no presentaron desviacion
estandar, no fue usado analisis ANOVA.
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I11. Resultados y Discusion

En las Tablas I y II se muestra la actividad
antimicrobiana para extractos de hojas
de guayusa (llex guayusa L.) evaluados

mediante CIM.

Algunos extractos presentaron actividad
antifingica (Tabla I) contra dermatofitos M.
canis, M. gypseum, T. mentagrophytes y T.
rubrum. No fue detectada actividad contra
las otras cepas de hongos (Tabla I) o bacterias
evaluadas (Tabla II) hasta la concentracion

maxima evaluada (CIM > 1.00 mg mL™").

Actividad antifingica moderada (CIM = 0.5
mg mL") (Tabla I) fue obtenida contra M.
canis and T. rubrum para extractos obtenidos
con ELP usando etanol como solvente y
contra 7. rubrum para extractos obtenidos
con ESC usando agua como cosolvente (45
°C, 15 MPa). Algunos extractos presentaron
baja actividad antifungica (CIM = 1.0 mg
mL"') contra M. canis, M. gypseum, T.
mentagrophytes 'y T. rubrum.

Los resultados estan en concordancia con los
reportado por Cadena-Carrera et al. (2019)
que describieron actividad antifungica para
extractos de guayusa usando ESC y etanol
como cosolvente, asi como con los resultados
obtenidos por Ruiz & Roque (2009) que
encontraron actividad antifingica contra
Microsporum canis para extractos obtenidos

con agua/metanol como solvente a partir de

)
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hojas de guayusa, esto sugiere que compuestos
polares presentes en los extractos presentan
actividad contra esas cepas de hongos. Sin
embargo, en la presente investigacion no fue
detectada actividad antimicrobiana contra
Candida albicans, aunque Ruiz & Roque
(2009) si detectaron actividad antimicrobiana
contra esta cepa para extractos agua/metanol

y metanol como solventes.

Al comparar la actividad bioldgica de otras
especies Ilex, la actividad antifungica
obtenida en la presente investigacion difiere
de lo reportado para extractos obtenidos a
partir de llex paraguariensis usando agua
como solvente. Esos extractos presentaron
actividad antimicrobiana contra Escherichia
Listeria

coli,  Staphylococcus  aureus,

monocytogenes,  Salmonella  enteriditis,
Helicobacter pyloriy Malassezia furfur (Hao

etal, 2013; Yietal., 2016).

Estas variaciones pueden ser atribuidas a las
diferentes metodologias empleadas para la
determinacion de la actividad antimicrobiana.
Por ejemplo, Ruiz & Roque (2009) usaron
concentraciones de los extractos 25 veces
mas altas. También pueden atribuirse a los
diferentes solventes y técnicas aplicadas en
cada estudio, asi como la region geografica o
tiempo de recoleccion de las muestras. Esto,
debido a que los metabolitos secundarios
presentes en los vegetales dependeran de las
condiciones y/o estrés al que esté sometida la

planta.

Con relacion al solvente usado y/o técnica de

extraccion, el perfil quimico obtenido sera
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diferente y afectara la actividad bioldgica,
como lo expuesto por Ruiz & Roque (2009)
que usaron metanol, y encontraron actividad
bioldgica para cepas que en el presente
estudio no fue encontrado, sin embargo,
el presente estudio se enfocd en el uso de
técnicas alternativas con solventes con
caracteristicas polares y que sean amigables
con el medio ambiente, como es el caso
del agua y el etanol. El perfil de extractos
de guayusa usando solventes polares ha
presentado elevadas concentraciones de
polifenoles y cafeina (Cadena-Carrera et al.,
2019; Cadena-Carrera et al., 2023), la cafeina
es la responsable del efecto estimulante de
la guayusa, y adicionalmente en el presente
estudio, presento actividad antifungica contra
A. fumigatus, E. floccosum, M. canis, M.
gypseum, T. mentagrophytes y C. albican,
sin embargo, no fue detectada actividad

antibacteriana.

Es importante resaltar que en el presente
estudio se usaron extractos brutos, y no
componentes aislados de los extractos, en
estas condiciones se debe considerar que
se pueden producir efectos sinérgicos o
antagdnicos entre los diferentes componentes
presentes en los extractos, y de esta manera

afectar la actividad bioldgica de los mismos.
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Tabla I

Concentracion inhibitoria minima CIM (mg mL™) contra hongos para extractos de guayusa

g 2
s = X ] RS )
—_ = S
v o = e g 3 ] g 5 & S 3
g E = - & £ 5 F =T & F 3
§ g = < <5} = & § = S
5 = &
& @
< Etanol/Agua 0.1 73 >1.0 >1.0 1.0 1.0 >1.0 1.0 0.5 >1.0
=
X
3 Agua 0.1 79 >1.0 >1.0 1.0 >10 >1.0 1.0 1.0 >1.0
=1
'% Hexano 0.1 18 >10 >1.0 1.0 1.0 >1.0 1.0 1.0 >1.0
[=F
8, :g Acetato de etilo 0.1 18 >10 >1.0 0.5 0.5 >1.0 0.5 1.0 >1.0
m Q
% Etanol 0.1 18 >10 >1.0 1.0 >1.0 >1.0 0.5 1.0 >1.0
<
= Etanol/Agua 0.1 18 >10 >1.0 1.0 1.0 >1.0 0.5 1.0 >1.0
Agua 0.1 18 >10 >1.0 1.0 >10 >1.0 1.0 1.0 >1.0
CO,/Agua 15 45 >10 >1.0 >1.0 >10 >1.0 >1.0 0.5 >1.0
CO,/Agua 25 45 >10 >1.0 1.0 >1.0 >1.0 1.0 1.0 >1.0
é CO,/Agua 15 75 >1.0 >1.0 >10 >10 >1.0 1.0 1.0 >1.0
CO,/Agua 25 75 >1.0 >1.0 >10 >10 >1.0 >10 1.0 >1.0
CO,/Etanol/Agua 20 60 >1.0 >1.0 1.0 1.0 >1.0 1.0 1.0 >1.0
- Etanol 10 45 >10 >1.0 1.0 1.0 >1.0 1.0 025 >1.0
Z Etanol 10 60 >10 >10 05 10 >10 >10 05 >1.0
Q
8 Etanol 10 75 >1.0 >1.0 0.5 1.0 >1.0 >1.0 0.5 >1.0
<
Etanol/Agua 10 45 >10 >1.0 >10 >10 >10 >10 >1.0 =>1.0
E Etanol/Agua 10 60 >10 =>1.0 >10 >10 >10 >10 >1.0 >1.0

Etanol/Agua 10 75 >10 >10 >10 >10 >10 >10 =>10 =>1.0

Agua 10 45 >10 >10 >10 >1.0 >1.0 1.0 1.0 >1.0
Agua 10 60 >10 >10 =>10 >10 >10 >10 >10 =>1.0
Agua 10 75 >10 >10 >1.0 1.0 >10 >10 >10 >1.0
Cafeina 1.0 0.5 0.25 05 >10 05 - 1.0
Ketoconazol 0.008 0.00005 0.008 0.006 0.008 0.008 0.004 0.007
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Tabla IT

Concentracion inhibitoria minima CIM (mg mL") contra bacterias para extractos de guayusa

g £
g E = — 2 8 = S

= &
5 Etanol/Agua 0.1 73 >10  >10  >10  >10
3 Agua 0.1 79 >10  >10  >10  >10
-‘g Hexano 0.1 18 >10  >10  >10  >10
g 5 Acetato Etilo 0.1 18 >10  >10  >10  >10
= § Etanol 0.1 18 >10  >10  >10  >10
s Tl 0.1 18 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0
Agua 0.1 18 >10  >10  >10  >10
CO,/Agua 15 45 >10  >10  >10  >10
CO/Agua 25 45 >1,0 >10  >10  >10
2 CO,/Agua 15 75 > 1.0 > 1.0 > 1,0 > 1,0
CO,/Agua 25 75 >10 >10  >10  >10
CO/Etanol/ Agua 20 60 >10 >10  >10  >10
_ Etanol 10 45 >10  >10  >10  >10
"é Etanol 10 60 > 1.0 > 1.0 > 1.0 > 1.0
= Etanol 10 75 >10  >10  >10  >10
< Etanol/Agua 10 45 >10  >10  >10  >10
- Etanol/Agua 10 60 > 1.0 > 1.0 > 1.0 > 1.0
Etanol/Agua 10 75 >10  >10  >10  >10
Agua 10 45 >10  >10  >10  >10
Agua 10 60 >10  >10  >10  >10
Agua 10 75 >10  >10  >10  >10
Cafeina - 10  >10  >10
Ciprofloxacina 0.00025  0.00025 0.000015  0.0005
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IV. Conclusiones

Se evidencid que extractos obtenidos a partir
de hojas de guayusa aplicando técnicas
de alta presion ESC y ELP con solventes
polares, presentaron actividad antifungica
contra dermatofitos M. canis, M. gypseum,
T. mentagrophytes y T rubrum. Estos
resultados pueden indicar el potencial de
investigaciones con el objetivo de aislar o
concentrar fracciones de compuestos con

potencial actividad antimicrobiana.
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