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RESUMEN

El aceite esencial obtenido por hidrodestilacion de
los vastagos frescos de Myrcia splendens se estudio
mediante el analisis de Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas. El rendimiento del aceite fue
0,15%, del cual se identificaron 18 sesquiterpenos que
constituyen el 97,2% del aceite. Los tres compuestos
mayoritarios fueron: germacreno-D (25,3%), trans-
cariofileno (23,8%) y o6xido de cariofileno (10,5%).
Este aceite inhibi6 el desarrollo bacteriano de todas
las cepas grampositivas y la mayoria de las bacterias
gramnegativas estudiadas con CIM de 64 y 32 pg/ml,
respectivamente. Los rangos obtenidos para la CBM
(32-512 pg/ml) indican el efecto potencial biocida del
aceite esencial de M. splendens.
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ABSTRACT

The essential oil obtained by hydrodistillation from
fresh shoots of Myrcia splendens was studied by gas
chromatography/mass spectrometry. The oil yielded
0.15 % w/v and 18 sesquiterpens were identified
(97.2% of the total sample). The main constituents
were: germacrene-D (25.3%), trans-caryophyllene
(23.8%) and caryophyllene oxide (10.5%). This oil
was effective against grampositive and gramnegative
bacteria with CIM 64 and 32 pg/ml, respectively. The
CBM (32-512 pg/ml) indicate the potential biocida of
M. splendens essential oil.
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INTRODUCCION

Myrtaceae es una familia conformada por 144
géneros y 5744 especies [1], se encuentra distribuida
en regiones tropicales, subtropicales y zonas templadas
de Australia [2]. El género Myrcia DC., esta constituido
por 368 especies, de las cuales, 53 se reportan en
Venezuela [3]. De éstas, Myrcia acuminata (Kunth)
DC.y Myrcia fallax (Rich.) DC. han sido consideradas
como especies diferentes [3, 4], sin embargo, estudios
recientes realizados por Royal Botanic Gardens, Kew
y Missouri Botanical Garden en colaboracién con The
International Plant Names Index (IPNI), entre otros [5,
6,7, 8], las consideran sinénimos de Myrcia splendens
disertacion sintetizada y divulgada en la pagina web
The Plant List [1]. Esta pagina fue creada en el 2010,
y en ella se informa sobre el nombre latino aceptado,
los sinénimos conocidos y nombres de especies ain
no resueltos.

M. splendens es un arbusto o arbol de hasta 12
m, con las ramas jovenes vellosas o barbadas, hojas
glabras con apice progresiva y largamente acuminado,
acumen obtuso o redondo, flores blancas. Fruto
oblongo, eliptico obovoide o subglobuloso de color
rojo o blanco hasta negro, 6-8 mm de largo [9]. Se
distribuye entre los 100 —2500 m de altitud a lo largo
de la selva nublada [3,10].

Para especies del género Myrcia se han reportado
diversas actividades, tales como: antidiabética en M.
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uniflora [11], M. multiflora [12] y M. speciosa [13];
antimicrobiana en M. myrtifolia [14]; citotdxica
en Myrcia sp. nov. [15] y M. laurotteana [16];
anticonceptiva y antiinflamatoria en M. pubiflora
[17]. La composicion de los aceites esenciales se ha
estudiado en las especies: M. bracteata, M. cuprea'y
M. sylvatica [18]; M. arborescens, M. hatschbachii,
M. lajeana, M. obtecta, M. oligantha, M. pubipetala,
M. richardiana, M. rostrata y M. selloii, [19]; M.
acuminatissima, M. bombycina, M. glabra y M.
multiflora [20].

Cabe destacar que bajo el nombre de M. fallax se
ha estudiado la composicion del aceite esencial de
las hojas de plantas de Brasil y Venezuela [20, 21],
en esta ultima, ademas, se estudio la composicion y
actividad antibacteriana del aceite de las flores [21].
Como M. splendens tnicamente existen estudios de
la composicion del aceite en hojas de plantas de Costa
Rica y Brasil [22, 23].

En este trabajo se identificaron los componentes
volatiles y se determind la actividad antibacteriana de
los véstagos de M. splendens que crece en la ciudad
Meérida (Venezuela).

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal: Los vastagos (hojas y tallos
jovenes) [24] de M. splendens fueron recolectados en
Mérida (N 08°35°211” 0 71°9°976”) a 1507 msnm
en julio 2009. La identificacion de la muestra vegetal
fue efectuada por Benito Bricefio; la muestra testigo
se encuentra registrada bajo el numero 15 (Jiménez
M. Dilma—Carmona Juan) en el Herbario MERF de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de
Los Andes, Mérida, Venezuela.

Extraccion del aceite esencial: Los vastagos
frescos (1000g) se cortaron en pequefios trozos y se
sometieron a hidrodestilacion durante 4 horas usando
la trampa de Clevenger; el aceite obtenido fue secado
con sulfato de sodio anhidro y se almaceno a 4 °C en
la oscuridad.

Analisis de la composicion del aceite esencial:

Cromatografia de gases (CG): Los andlisis se
realizaron en un cromatografo de gases Perkin-Elmer
AutoSystem equipado con un detector de ionizacion de
llamas y una columna capilar de silica 5% fenilmetil
polisiloxano (AT-5, Alltech Associates Inc., Deerfild,
IL), 60 m x 0,25 mm, grosor 0,25 um. La temperatura
inicial del horno fue 60 °C. El horno se calentd a
razon de 4 °C/min hasta 260 °C manteniéndose esta
ultima temperatura durante 20 min. Las temperaturas
del inyector y del detector fueron de 200 °C y 250
°C respectivamente. El gas portador fue helio a 1,0
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ml/min. La muestra fue inyectada en una relacion
de reparto de 1:10. Los indices de Kovats fueron
calculados en relacion con una serie de n-alcanos de
Cg-Cyy, y comparados con valores reportados en la
literatura [25]. El método de normalizacion de las areas
de los picos fue usado para calcular el porcentaje de
cada compuesto presente en el aceite esencial [26].

Cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM): El analisis fue realizado en un
cromatografo de gases Hewlett Packard 6890 serie
II conectado a un detector de masa Hewlett Packard
5973 equipado con un inyector automatico HP y una
columna capilar HP-5MS de 30 m de largo (0,25
mm id; con una pelicula de 0,25 pm de espesor). La
energia de ionizacion fue de 70 eV. Se inyectd una
muestra de un 1 pl de 2 % de solucion del aceite en
n-heptano con un reparto de 100:1. La identificacion
de los componentes de la esencia fue establecido de
acuerdo a sus indices de retencidon y por comparacion
con sus espectros de masa con los espectros de una
biblioteca (Wiley, 6ta ed., Nist, 05) [25, 27].

Analisis de la actividad antibacteriana del aceite
esencial

Cepas bacterianas: Para la evaluacion de la
actividad antibacteriana se seleccionaron siete
especies representativas de bacterias grampositivas
y gramnegativas de referencia internacional,
pertenecientes a la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC): grampositivas: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
19433, Bacillus subtilis ATCC 6533; gramnegativas:
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella Typhi ATCC 6539.

Preparacion de los indculos bacterianos: Para la
preparacion de los indculos se tomaron varias colonias
bacterianas provenientes de un cultivo fresco en un
medio basico. Estas colonias fueron resuspendidas
en una solucidn estéril de cloruro de sodio al 0,85%,
hasta alcanzar el patron de turbidez equivalente al 0,5
McFarland (1068 UFC/ml). Posteriormente, a partir
de estas suspensiones se realizé una dilucién 1/10,
constituyendo de esta manera el inoculo de trabajo.

Preparacion de las diluciones del aceite esencial:
A partir de una muestra pura del aceite esencial se
realizaron diluciones seriadas en caldo Mueller-Hinton
(BBL, Cockeysville, Md, USA) para la determinacion
de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) y la
Concentracion Bactericida Minima (CBM) siguiendo
los criterios del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2011) [28]. El rango estudiado para
la deteccion de la actividad antibacteriana del aceite
esencial proveniente de los vastagos de M. splendens,




estuvo comprendido entre 0,125 pg/ml a 512 pg/ml.
El solvente utilizado para disolver el aceite esencial
fue el dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, St. Louis,
MO, USA).

Inoculacién y lectura de la prueba: Una vez
realizadas las diluciones se procedi6 a inocular cada
uno de los tubos con Iml de la suspension bacteriana
realizada anteriormente. Posteriormente, estos tubos
fueron incubados a una temperatura de 36 °C en
aerobiosis durante18 horas. Transcurrido este tiempo
se realizo la lectura, determinandose como CIM la
menor concentracion del aceite esencial capaz de
inhibir macroscopicamente el crecimiento bacteriano.

A partir de cada una de las diluciones por encima
de la correspondiente a la CIM del aceite obtenida ante
cada cepa estudiada y del tubo de control del crecimiento
bacteriano, se tomaron 100 ul y se inocularon
independientemente en placas de agar Mueller-Hinton,
luego se incubaron a 36 °C en aerobiosis durante 18
horas. Al cabo de este tiempo se procedio a realizar la
lectura de la prueba, determinandose la CBM como la
minima concentracion del aceite que s6lo permiti6 la
sobrevivencia del 0,1% o menos, del microorganismo
probado en comparaciéon con el nimero de colonias
observadas en la placa control.

Para estos ensayos se utiliz6 la ciprofloxacina
(Genven S.A, Venezuela) como control positivo de la
inhibicién del crecimiento bacteriano y como control
negativo se utilizaron tubos con caldo Mueller-Hinton
sin el aceite estudiado. Las pruebas de susceptibilidad
fueron realizadas por duplicado.

RESULTADOS

La hidrodestilacion de los vastagos (hojas y tallos
jovenes) produjo un aceite amarillento-verdoso
translicido, con rendimiento de 0,15% (1,5 ml).
El analisis del aceite esencial obtenido por CG-
EM permitié la identificacion de 18 compuestos
que representan el 97,2% de la mezcla, los cuales
se muestran en la tabla 1. Los componentes
mayoritarios fueron germacreno-D (25,3%), trans-
cariofileno (23,8%), 6xido de cariofileno (10,5%) y
biciclogermacreno (7,1%).

El andlisis de la actividad antibacteriana del aceite
esencial de M. splendens demostro efecto inhibitorio
sobre la mayoria de las bacterias analizadas (Tabla
2). Valores de CIM entre 4 y 64 pg/ml inhibieron el
desarrollo bacteriano de las cepas grampositivas (S.
aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 y B.
subtilis ATCC 6533), mientras que rangos inhibitorios
entre 4 a 32 pg/ml del aceite esencial fueron
observados en el grupo de bacterias gramnegativas
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(E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 13076
y S. Typhi ATCC 6539). Sin embargo, P. aeruginosa
ATCC 27853 permaneci6 viable a una CIM >512
pg/ml. Independientemente de la cepa bacteriana
analizada, la CBM del aceite esencial superd en no
mas de tres rangos de dilucion los valores de la CIM.

TABLA 1
Composicion quimica e indices de Kovats del aceite
esencial del vastago de Myrcia splendens.

Pico N° Compuesto Area (%) IK cal.
1 a-copaeno 29 1384
2 B-bourboneno 1,0 1391
3 B-elemeno 0,9 1397
4 trans-cariofileno 23,8 1429
5 B-guaieno 0,7 1454
6 a-humuleno 2,6 1466
7 germacreno-D 25,3 1495
8 B-selineno 1,4 1499
9 biciclogermacreno 71 1510
10 germacreno-A 1,9 1518
1" y-cadineno 1,2 1528
12 &-cadineno 3,6 1535
13 germacreno-B 4.6 1566
14 espatulenol 3,9 1584
15 oxido de cariofileno 10,5 1589
16 cis- a-copaeno-8-ol 2,9 1638
17 a-cadinol 1,0 1653
18 juniper canfor 1,9 1670

IK cal.: indice de Kovats calculado

TABLA 2
Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minina (CIM)
y Concentracién Bactericida Minima (CBM) del aceite
esencial proveniente de vastagos de M. splendens frente a
cepas de referencia internacional.

Aceite esencial de
Cepas bacterianas M. splendens Ciprofloxacina®

CIM* CBM“ CIM* CBM“

Gram positivas

S. aureus ATCC 29213 8 32 0,25 1
E. faecalis ATCC 29212 64 512 0.5 1
B. subtilis ATCC 6533 4 16 0,125 0,5

Gram negativas

E. coli ATCC 25922 32 128 0,5 0,5

K. pneumoniae ATCC 13076 32 128 0,25 0,25
S. Typhi ATCC 6539 4 64 0,25 0,125
P. aeruginosa ATCC 27853 >512 ND 0,5 0,25

2Valores expresados en pg/ml; bControl positivo de inhibicion del
crecimiento bacteriano; ATCC: American Type Culture Collection;
ND: no determinado

DISCUSION

El aceite esencial del vastago de M. splendens, al
igual que el de las hojas de M. fallax y M. splendens
de Brasil [20, 23], es rico en sesquiterpenos. Sin
embargo, en M. fallax el 83,8% [20], esta representado
unicamente por el compuesto a-bisabolol, y en M.
splendens [23], el 80% es a-bisaboleno, no obstante,
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el germacreno D, compuesto mayoritario (35,9%) en el
aceite extraido de hojas de M. splendens proveniente de
Costa Rica [22] también lo es en el aceite extraido de
los vastagos en donde se encontrd un 25,3%. Por otra
parte, de los 18 sesquiterpenos identificados en este
trabajo, s6lo cinco coinciden con los encontrados en los
aceites extraidos de las hojas y tres con los de las flores
de M. fallax reportados por Alarcon [21], aunque con
una gran diferencia en los porcentajes; tal es el caso del
germacreno D conun 25,3% contra 1,5% procedente de
las hojas y flores de la muestra botanica de Tachira [21].

Es importante destacar que la composicion de las
sustancias volatiles de M. splendens estudiada en el
presente trabajo es similar a la de M splendens de Costa
Rica, y notoriamente diferente si se compara con los
componentes del aceite esencial de M. fallax y M.
splendens de Brasil, los cuales poseen un compuesto
mayoritario que presenta el mismo nucleo quimico.
Esto sugiere, al igual que lo encontrado en Magnolia
grandiflora L. [29], que las condiciones ambientales
donde crecen las especies podrian estar influyendo
considerablemente en la composicion de los aceites
esenciales.

Los sesquiterpenos con demostrados efectos
antibacterianos y antifiingicos son sustancias presentes
en el aceite esencial de muchas plantas superiores
[30,31]. En este estudio, se pudo demostrar que el
aceite esencial de M. splendens inhibid el desarrollo
bacteriano de todas las cepas grampositivas y la
mayoria de las bacterias gramnegativas con valores
que no superaron los 64 y 32 pg/ml, respectivamente.
Por otra parte, los rangos obtenidos para la CBM no
mayores a 3 diluciones de la CIM indican el efecto
potencial biocida del aceite esencial de M. splendens.
En M. fallax, el aceite esencial de las flores demostrd
actividad inhibitoria moderada solamente en S. aureus
ATCC 25923 (CIM: 50 pg/ml) y E. faecalis ATCC
29212 (CIM: 400 pg/ml) [21] en comparacion al amplio
espectro antibacteriano evidenciado por el aceite de M.
splendens en este trabajo. Es probable que el efecto de
los sesquiterpenos, especialmente el germacreno D,
presentes en el aceite de M. splendens, favorezca la
inhibicion de las bacterias estudiadas en este trabajo.

CONCLUSIONES

1-El aceite esencial de los vastagos de M. splendens
estd constituido por sesquiterpenos.

2-El componente mayoritario del aceite fue
germacreno D (25,3%).

3-El aceite esencial demostrd efecto inhibitorio
sobre diversas bacterias grampositivas y gramnegativas
de referencia internacional.
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4-De acuerdo a la bibliografia consultada, éste
es el primer trabajo donde se reporta la actividad
antibacteriana del aceite esencial proveniente de
vastagos de M. splendens.
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