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RESUMEN

La presente investigacion pretende aportar, una alternativa en la busqueda de
un fitofarmaco con actividad antimicética; debido a que los hongos van
adquiriendo resistencia contra los medicamentos antimicoticos sintéticos porque
éstos poseen tratamientos prolongados, con un elevado costo econémico y
ocasionan como efecto secundario hepatotoxicidad, por lo cual se hace
necesario el desarrollo de nuevos farmacos mas eficaces, mediante el
descubrimiento de moléculas bioactivas, que pueden ser aisladas de fuentes
naturales, principalmente de especies vegetales.

Las plantas medicinales constituyen una fuente natural importante en la
bdsqueda de nuevos compuestos con actividades farmacoldgicas de interés
para la industria farmacéutica como lo es el arbol de Eucalyptus citriodora que
exuda una goma-resina a través de su tronco, la cual posee propiedades
antimicrobianas que han sido comprobadas en investigaciones anteriores,

cuyos resultados promovieron a continuar el estudio de esta especie.

Para la realizacion de esta investigacion se inicid con la recoleccién de la goma-
resina de Eucalyptus citriodora, para obtener el extracto etandlico de la goma-
resina se utilizé el equipo soxhlet, del cual se parte para realizar la particion
agua/diclorometano, obteniendo el extracto diclorometanico, el cual se utilizd
para realizar la columna cromatografica, en donde se obtuvieron las fracciones
al 10%, 30%, 50%, 70%, acetato de etilo puro y metanol puro, con las cuales,
se evaluo la actividad antimicoética de tres concentraciones de cada una de las
fracciones, mediante el método microbioldégico Kirby Bauer Modificado,
utilizando las cepas de Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes.

Asi mismo se utilizaron discos de Ketoconazol como patrén de comparacion. De



acuerdo a los resultados obtenidos se confirmé la actividad antimicética del
extracto diclorometénico de la goma-resina del Eucalyptus citriodora.

Las fracciones con mayor actividad antimicotica fueron n-hexano:acetato de
etilo 30% y n-hexano:acetato de etilo 50%, cuya actividad se presume a la
presencia de sustancias de naturaleza terpénica y compuestos fendlicos,
comprobando asi que las fracciones antes mencionadas poseen actividad
antimicotica contra Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes.

Por lo que se recomienda continuar el estudio de las fracciones del 30% y 50%,
a fin de aislar y elucidar los compuestos que poseen la actividad antimicética,
con el objetivo de poder validar la metodologia de extraccion y asi en un futuro

proceder a formular un fitofarmaco.
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1.0 INTRODUCCION

Las infecciones micéticas incluyen hongos de tipo moho que causan: pie de
atleta, tifia, etc., y las del tipo levaduriformes, como la candida e incluyen:
Candidiasis cutanea, dermatitis de pafial y en algunos casos de erupciones

genitales.

Las micosis superficiales se deben principalmente a especies de los géneros
Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton, que en conjunto se conocen
como dermatdfitos.; Los dermatoéfitos son hongos saprofitos cuya Unica
alimentacion es la queratina de la epidermis, por eso crecen en extension
buscando alimento. Pero puede haber otros hongos contaminantes y levaduras
(Candida albicans) y/o bacterias que compliguen y agraven la evolucion

patologica del problema.

La presente investigacion esta orientada a la busqueda de una alternativa
terapéutica (fitofarmaco) para el tratamiento de las enfermedades micoéticas
causadas por Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes; ya que en
El Salvador este tipo de enfermedades se encuentran entre las diez primeras
causas de morbilidad; convirtiéndose en un problema de salud publicau,, esto
puede deberse a que existe resistencia del agente etioldgico al producto; por lo
que se hace necesario el desarrollo de nuevos farmacos mas eficaces,
mediante el descubrimiento de moléculas bioactivas, las cuales pueden ser

aisladas de fuentes naturales, principalmente de especies vegetales. s, »)

Una de las especies vegetales con mayores bondades en el area de la salud es
el Eucalyptus citriodora (eucalipto), la cual exuda una goma-resina a traves
de su tronco, que posee propiedades antimicrobianas; que han sido

comprobadas en investigaciones anterioresys;, estos resultados promovieron
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continuar el estudio de esta especie, determinando propiedades antimicéticas in
vitro de la goma-resina de Eucalyptus citriodora; iniciando con la recoleccion
de la muestra (goma-resina), para luego obtener el extracto etandlico utilizando
un equipo soxhlet, posteriormente, se realizd la particibn agua/diclorometano
obteniéndose el extracto acuoso Yy el diclorometanico. EI extracto
diclorometanico fue sometido a un fraccionamiento utilizando una cromatografia
de columna eluyendose con mezclas de solventes y solventes puros, iniciando
con n-hexano y luego con mezclas de n-hexano:acetato de etilo al 10%, 30%,
50% y 70%, acetato de etilo puro y metanol, obteniendo de esta forma siete
fracciones. A cada una de las fracciones obtenidas se les realizé una
evaluacion microbioldgica utilizando el método de Kirby Bauer Modificado, con
el fin de determinar la actividad antimicética contra los hongos: Candida
albicans,, y Trichophyton mentagrophytes, ambos causantes frecuentes de
dermatomicosis; los cuales fueron comparados con discos de antimicéticos
estandarizados de Ketoconazol. De acuerdo a los resultados obtenidos se
confirmd la actividad antimicética del extracto diclorometanico de la goma-

resina del Eucalyptus citriodora.

Las fracciones con mayor actividad antimicética fueron las mezclas n-
hexano:acetato de etilo 30% y n-hexano:acetato de etilo 50%, cuya actividad se
presume a la presencia de sustancias de naturaleza terpénica y compuestos
fendlicos, comprobando asi que las fracciones antes mencionadas poseen
actividad antimicotica contra Candida albicans vy Trichophyton
mentagrophytes, respectivamente. La extraccion, particion y fraccionamiento
de la goma-resina se realizaron en el Laboratorio de Investigacion en Productos
Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia; y la evaluacién de la actividad
antimicética de las fracciones se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia
del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), de la
Universidad de El Salvador durante el tercer trimestre del afio 2011.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicotica de las fracciones obtenidas de la
cromatografia de columna procedentes del extracto diclorometinico de la

goma-resina de Eucalyptus citriodora (Eucalipto).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Obtener el extracto etandlico de la goma-resina de Eucalyptus

citriodora, por medio del método de extraccion continua (soxhlet).

2.2.2 Realizar la particion liquido-liquido (agua/diclorometano) de la goma-
resina de Eucalyptus citriodora.

2.2.3 Obtener las fracciones, n-hexano:acetato de etilo 10%, 30%, 50% y
70%, acetato de etilo puro y metanol puro, a partir de la

cromatografia de columna del extracto diclorometanico.

2.2.4 Comprobar la actividad antimicotica de las fracciones n-hexano:
acetato de etilo 10%, 30%, 50% y 70%; acetato de etilo puro y
metanol puro, por el método microbiolégico Kirby Bauer Modificado,
contra los hongos Candida albicans y Trichophyton

mentagrophytes.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DEL EUCALIPTOs

Nombre comun: Eucalipto limon, Eucalipto aromatico, Gomero de olor a limon.

Nombre cientifico: Eucalyptus citriodora

Familia: Myrtaceae.

Subfamilia: Leptospermoideae

Fig. N°1 Arbol de Eucalyptus
citriodora
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Es una especie de gran adaptabilidad y rapido crecimiento, cuya madera es
castafio-oscura a castafio-grisacea, dura, fuerte, proporciona lefia de alto valor
calorifico, tiene gran potencial en el establecimiento y manejo de sistemas

agroforestales. Produce un apreciable aceite esencial empleado en perfumeria.

El arbol es originario de Australia, Tasmania y diversas islas de la zona. De sus
lugares de origen ha sido distribuido artificialmente por todo el mundo,

especialmente en zonas de clima mediterraneo, subtropical y tropical.

DESCRIPCION BOTANICA

Arbol de gran altura que puede superar los 43 m, con la corteza lisa, caediza,
blanca o con ligera tonalidad azulada. (Fig. N°1) Hojas juveniles opuestas, un
poco peltadas, pecioladas, estrechamente lanceoladas, de 10-16 cm de longitud
y 1-2 cm de anchura. Todas las hojas desprenden un fuerte olor a limon.
Inflorescencias terminales corimbosas formadas por umbelas de 3-5 flores.
Pedunculos cilindricos. Opérculo hemisférico, ligeramente rostrado, mas corto
que el tubo del receptaculo. Capsula urceolada, pedicelada, de 8-10 mm de

diametro, con valvas sin sobresalir. (Fig. N°2)

Fig. N°2 Hojas de Eucalyptus citriodora



26

Las plantas superiores producen compuestos o0 sustancias con actividad
antimicrobiana principalmente como mecanismo de defensa contra infecciones
0 como constituyentes del metabolismo celular, tales como: resinas, gomas,
goma-resinas, latex, oleorresina.q.. En El Salvador, existen diferentes especies
vegetales a las cuales, se le atribuyen estas propiedades medicinales en
particular como en el caso del Eucalyptus citriodora que exuda una goma-
resina de su tronco que se presume posee metabolitos activos con propiedades

antimicrobianas. s

E % SRR Ve

Fig. N°3 Goma-resina de Eucalyptus citriodora

USOS TERAPEUTICOS,

El Eucalipto es considerado como una de las mejores especies vegetales para
el tratamiento de diferentes enfermedades ya que sus hojas poseen
propiedades medicinales, tales como: antimicrobianas, expectorantes,

antiinflamatorias, etc.

El principal componente que le otorga la propiedad antimicrobiana es el cineol,
también llamado eucaliptol que es, al mismo tiempo, el componente mas
abundante del aceite esencial; para obtener el aceite se destilan las hojas de

los arboles, tanto jovenes como de mas edad.
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El cineol es el componente que le proporciona sus propiedades antisépticas
aunque también intervienen otros componentes como el pineno, el alfa-pineno,
el limoneno, terpenos, sesquiterpenos, etc. Su riqueza en taninos (acido galico)

y flavonoides son los responsables de las propiedades bacteriostaticas.

En medicina popular se emplea sus hojas como sudorifico, espasmadico, contra
la gripe y los resfriados. En inhalaciones se aprovecha con gran resultado en
caso de ronquera, perdida de la voz y en la sinusitis; el aroma de la hojas y
corteza son un repelente de zancudos y mosquitos. Su aceite esencial es
destilado de las hojas y ramas jovenes se utiliza en inhalaciones,
vaporizaciones, fricciones y masajes. Se ha utilizado ademas como antiséptico,
balsdmico, anticatarral, desodorante, cicatrizante, antiparasitario y como
descongestionante nasal. Es usado principalmente en el tratamiento de
enfermedades de las vias respiratorias, gripe, sinusitis, cistitis, llagas,

guemaduras y reumatismo.
Composicion de la goma-resina de Eucaliptus citriodora

Del tamizaje fitoquimico realizado por medio de RMN'H de la goma resina de
Eucalyptus citriodora, resultaron presentes los siguientes metabolitos
secundarios: flavononas, chalconas, flavononoles, isoflavonoides, &cidos

fendlicos y triterpenos. s

A continuacién se presentan los diferentes metabolitos secundarios aislados de

las hojas y la corteza de Eucalyptus citriodora. (Cuadro N°1)



Cuadro N°1 Metabolitos Secundarios aislados del Eucalyptus citriodora.
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ORGANO DE
LA
PLANTA

TIPO DE
EXTRACTO

TIPO DE COMPUESTO

NOMBRE DEL
COMPUESTO

Hojas

Etandlico

Derivados del fenol

1.Acido galico
2.Acido elagico

Tanino

3.Castalagina

Flavonoides

4.Quercetina

5.Miricitina
6.Miricitina-3-O-glucosa
7.Quercetina-3-O-glucosa
8.Myricetina-3-O-ramnosa

Antocianida

9.Cianidina

Antocianidina

10.Delphinidina
11.Citriodorina
12.Eucalyptina

Esterol

13.B-Sitosterol

Triterpenos

14.Acido botulinico
15.Acido ursoélico

Acidos carboxilicos

16.Acido shikimico
17.Acido glutarico
18.Acido succinico
19.Acido citrico
20.Acido malico

Fenilpropanopolimérico

21.Lignina

Monoterpenos

22.Citral
23.Citronelal

Corteza

Cloroférmico

Sesquiterpenlactonas

1.Trans-calamenino
2.T-murolol
3.a-cadinol
4.2B-hidroxi-a-cadinol

Derivados del fenol

5.4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldehido
6.Acido 4-hidro-3,5-
Dimetoxibenzoico

Acido graso

7.Acido linoleico

Hidrocarburo

8.Escualeno

Terpenoquinona

9.a-tocoferol

Triterpenos

10.Eritrodiol
11.Acido morélico
12.Acido botulinico

Esteroles

13.Cicloescualenol
14.Vernolitato de
cicloeucalenol
15.p-sitosterol
16.B-sitosterilo-B-O-
glucopiranosido
17.B-sitosterona

Lignanos

18.Yamgambina
19.Sesamina
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3.2 EXUDADOS DE LAS PLANTAS,

Los exudados vegetales son mezclas naturales sélidas o semisolidas
quimicamente complejas de origen vegetal. La proporcién de los compuestos
puede variar segun el clima, la época del afio y otros factores.

Los exudados son producidos por células y se forman sobre la superficie de las
plantas, usualmente como el resultado de una herida producida a la planta,
pueden tener una apariencia fisica y propiedades muy similares, pero

estructuras moleculares muy diferentes.

Estos pueden clasificarse de la siguiente manera:

Resinas: Son mezclas insolubles en agua compuestas en mayor parte por
terpenos (derivados organicos compuestos de componentes de isopreno), o se
definen también como los compuestos quimicos extraidos en la fase organica.
La fosilizacion vuelve a las resinas extremadamente resistentes a la disolucion,
y cada uno de estos materiales es referido usualmente como fosiles de resinas
0 inapropiadamente en el sentido general como ambar.

Gomas: Son mezclas de polisacaridos de alto peso molecular solubles en agua
0 dispersables en agua. El ejemplo mas famoso es probablemente la goma
arabiga de la especie Acacia.

Goma-resina: Es una mezcla de componentes como terpenos y carbohidratos.
Se obtiene del arbol por medio de incisiones longitudinales en el tronco, fluye
abundantemente, tiene color rojizo y cuando se seca con el sol se vuelve
guebradiza, formando asi masas irregulares que se recogen para su utilizacion.
Latex: Son usualmente fluidos lechosos consistentes de pequefias gotas de
compuestos organicos suspendidos o dispersados en un medio acuoso.
Oleorresina: Son una mezcla de aceites esenciales y terpenos insolubles en

agua.
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3.3 GENERALIDADES SOBRE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
3.3.1 TERPENOS,

Los terpenos son compuestos organicos producidos por las plantas,
caracterizados por esqueletos carbonados que contienen diez atomos de

carbono o multiplos de diez.

Los monoterpenos tienen esqueletos de carbono con diez 4tomos de carbono.
Los compuestos afines llamados sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tienen
quince, veinte y treinta atomos de carbono, respectivamente, y hay multiplos
adicionales del esqueleto terpénico.

Todos los terpenos sencillos y la mayoria de los politerpenos son formados en
la plantas a partir de unidades que tienen el esqueleto del isopreno. (Fig. N°4)

|
PN

T
H

Fig. N°4 Estructura del Isopreno

3.3.1.1 MONOTERPENOS,

Formados por dos moléculas de isopreno; los monoterpenos suelen ser los
componentes de las esencias volatiles de las flores y de los aceites esenciales
de las hierbas y especies, en los que los monoterpenos pueden constituir

incluso el 5% del peso seco de las plantas. Estos pueden aislarse tanto por
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destilacion como por extraccion, y son utilizados para la produccion industrial de

sabores y perfumes.

CHO

Fig. N°5 Citral (limon)
3.3.1.2 SESQUITERPENOS

Son estructuras Cis formadas a través de la condensacion isoprénica. Se
encuentran frecuentemente formando parte de los aceites esenciales. Estan
presentes principalmente en las familias Labiatae, Mirtaceae, Asteraceae y
Rutaceae, aunque pueden observarse en miembros de otras familias.
Presentan actividad antifungica, antibiética, antiinflamatoria o espasmolitica.
Dentro de los sesquiterpenos destacan el bisabolol (Fig. N°6) y el camazuleno,
presentes en la esencia de la manzanilla (Matricaria chamomilla), con

actividad antiulcerosa, antiinflamatoria y espasmolitica.

HO, &
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Fig. N°6 Bisabolol
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3.3.1.3 DITERPENOS,

Son estructuras Cyy que pueden presentarse en forma de hidrocarburos,
alcoholes, cetonas, lactonas y acidos carboxilicos, siendo estos ultimos
conocidos desde tiempo atras como &cidos resinicos obtenidos como
componentes de las resinas exudadas obtenidas por cortes en los troncos de

pinos y abetos.

Se subdividen atendiendo al tipo de esqueleto carbonado, entre otros, como

biciclicos, triciclicos, tetraciclicos.

Algunos diterpenos tienen actividad anticancerigena y/o citotoxica. Destaca el
Taxol (Fig. N°7) y otros diterpenos presentes en la familia de las
Euphorbiaceae. También se les atribuyen otras actividades terapéuticas entre
las que destacan las antibacterianas, antifungica, antirretroviral y la antioxidante

de algunos diterpenos fendlicos.

Fig. N°7 Taxol
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3.3.1.4 TRITERPENOS,,

Son compuestos con un esqueleto carbonado basado en seis unidades de
isopreno que derivan biogenéticamente del escualeno, hidrocarburo aciclico
estructura Cso. Son de estructura relativamente compleja generalmente
tetraciclicos o pentaciclicos, y pueden contener grupos hidroxilo, cetona o
aldehido y &cido carboxilico. Muchos se encuentran formando las llamadas
saponinas triterpénicas. Las saponinas triterpénicas pueden tener una
estructura pentaciclica o tetraciclica. Son frecuentes en dicotiledéneas, sobre
todo en las familias Caryophyllaceae, Polygalaceae, Sapotaceae, Araliaceae.
Los saponosidos son espumantes en soluciones acuosas Yy hemoliticos.
Modifican la permeabilidad de la membrana celular, por lo que en ocasiones se

suministra con otros farmacos para mejorar la entrada de éstos en las células.

Algunas saponinas triterpénicas tienen actividad espermicida (pittésido de
Pittosporum nilghirinse), citotoxica (acido ursdlico aislado de Prunella
vulgaris), expectorante y/o antitusiva (segenina de Polygala senega),
cicatrizantes (asiaticésido de Cebtella asiatica), antifungica (camellidina
aisalada de Camellia japonoica) o antiinflamatoria (acido glicirrético de
Glucyrrhiza glabra). (Fig. N°8)

Fig. N°8 Acido glicirrético



34

3.3.2 ANTRANOSIDOS 14

Las quinonas naturales, son un grupo de compuestos cuya coloracién puede
ser desde el amarillo palido hasta casi negro. Se encuentran frecuentemente en
la corteza, en el corazon de la madera o de la raiz, y en algunos casos en las
hojas donde su color estd enmascarado por otros pigmentos. Se presentan
mayormente al estado libre, pero las hidroxiladas pueden encontrarse
glicosidadas. Para confirmar su presencia puede ser util una reaccion de color

basada en la propiedad redox de las quinonas.

Para su mayor estudio, las quinonas se subdividen en benzoquinonas,
naftoquinonas, antraquinonas, quinonas isoprenoide. Ellas ademas pueden
contener diversos grupos funcionales, anillos de furano o pirano, encontrarse
como dimeros, ser parcialmente reducidas como los antranoles y antronas. Se
asume que la mayoria de las antraguinonas han sido elaboradas a través de la
ruta acetato y en otros casos, han sido formadas de la ruta del acido shikimico.
Incluye O-heterdsidos y C-heterdsidos (estos ultimos son enlace carbono-
carbono entre el azlcar y el aglicon) su accion mas especifica es la de
estimular la musculatura lisa del intestino grueso. La cual llega a ocasionar una
mayor dilucion del contenido intestinal. En conjunto producen un claro efecto
laxante que se manifiesta después de unas 6 a 7 horas. Las plantas que
contienen antraquinonas se comportan como laxantes o purgantes segun la
dosis. Este tipo de laxantes esta contraindicado en caso de embarazo,

menstruacion y hemorroides.

Las quinonas han sido conocidas desde épocas antiguas por sus propiedades
tintéreas; algunas presentan otras propiedades como la emodina que es

catértica; shikoninau, (Fig. N°9), antimicética; reina, bajo la forma de diacetato,
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antirreumatico; plumbagina, muy activa para la leishmaniasis; lapachol,

citostatica, bacteriostatica, fungistatico, entre otros.

o OH
Fig. N°9 Shikonina

3.3.3 FLAVONOIDES,

Los flavonoides son pigmentos vegetales que se encuentran en forma libre y en
forma de glicésidos, poseen esqueleto carbonado Cg—C3—Cg como se
encuentran en las flavononas, aurona, chalcona (Fig. N°10), flavona, flavanonol,
antocionadina, catequina, isoflavona, antocianidina, etc. Los flavonoides
naturales se encuentran extensamente distribuidos entre las plantas, en sus
flores, frutos y hojas, en su mayoria estan en forma de glicésidos, estos ultimos
contribuyen a darle color a las flores, frutos y hojas. Se conocen diez tipos de
flavonoides cada uno de los cuales suelen encontrarse bajo la forma de
glicésidos con una o tres unidades de azucar los cuales se ubican en los
carbonos, C;3 y/o C;. Los diferentes tipos de flavonoides se pueden identificar

mediante reacciones de coloracion y por sus propiedades de solubilidad.

Provienen de la ruta del acetato y shikimato, el primer flavonoide formado es la
chalcona, a partir del cual se derivan los otros tipos de flavonoides por

modificaciones que ocurren en varias etapas.
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Las agliconas son mas comunes en tallo, corteza, raices y exudaciones
resinosas de la madera. Los disolventes empleados en la extraccién de estos
compuestos son desde muy polares como el agua, etanol, para glicésidos o
agliconas muy hidroxilados, hasta menos polares como el éter y cloroformo

para flavonas altamente metoxiladas.

Algunos pigmentos flavénicos desprovistos de toxicidad para el hombre, tienen
propiedades diuréticas, antiespasmédicas, antihemorragicas, hemostaticas,
antiarritmicas, cardiacas, antiinflamatorias, antirradicales libres,
antimicrobianas, antihepatotoxicas y antiinfecciosas; ademas son ampliamente
usadas en problemas circulatorios ya que disminuyen la fragilidad capilar, se

usan como edulcorantes y hepatoprotectores.

OH

HO OH

OH O

Fig. N°10 Chalcona

3.3.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de sustancias que poseen en
comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilados, y que
ocurren frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de
azucares. Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua; pueden

ser detectados por el intenso color verde, purpura, azul o negro, que producen
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cuando se les agrega una solucién acuosa o alcohdlica al 1% de cloruro férrico.
Entre los compuestos fendlicos podemos encontrar los siguientes:

3.3.4.1 ACIDOS CINAMICOS

Los &cidos cindmicos son obtenidos por reacciones de hidroxilacion y de
metilacion, que sigue la secuencia de los patrones de la substitucién, tipicos de
los metabolitos de la via del shikimato, es decir un patron orto de la
hidroxilacion. Algunos de los acidos cindmicos naturales mas comunes son los
acidos 4-coumarico (fungicida, antioxidante, alelopatico), caféico (colagogo,
antifingico) (Fig. N°11), ferdlico y sinapico (antioxidantes). Estos se pueden

encontrar en plantas en forma libre y en una gama de formas esterificadas.

OH

© X

OH
OH

Fig. N°11 Acido caféico

3.3.4.2 ACIDOS BENZOICOS

Los acidos benzoicos derivados de Cg-C3, componen algunos de los acidos
hidroxibenzoicos simples (compuestos Cg-C;) por ejemplo el acido 4-
hidroxibenzoico y el &cido galico (Fig. N°12) que se pueden formar directamente
de intermediarios en la via del shikimato, ejemplo, el acido 3-dihidroshikimico o
el acido chorismico, aunque existen rutas alternativas en las cuales, los
derivados de acidos cinAmicos (compuestos Cg-C3) se rompen en el enlace

doble y pierden dos carbonos de la cadena lateral. Asi, el 4cido 4-coumarico
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puede actuar como precursor del acido 4-hidroxibenzoico, y el &cido ferdlico
puede dar el acido vanillico (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzaico).

Algunos de estos compuestos poseen actividad antibacterial, bacteriostética y
bactericida. Otros como los cumaratos de bencilo poseen propiedades

antifangicas.

HO OH
OH

Fig. N°12 Acido galico

3.4 METODOS DE EXTRACCION

La extraccion es un procedimiento de separacion de una sustancia que puede
disolverse en dos disolventes no miscibles entre si, con distinto grado de

solubilidad y que estan en contacto a través de una interfase.

Tipos de extraccion:

1. Maceracién
2. Percolacion
3. Extraccion en arrastre de vapor

4. Extraccion con fluidos supercriticos
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5. Extraccién continua (soxhlet):
Es el proceso de extraccibn mas usado en la quimica de los productos
naturales. El sistema (soxhlet) consta de tres partes: El refrigerante, el cuerpo

extractor y un balon. (Fig. N°13).

El proceso de extraccion es sencillo, se introduce el material seco en un
cartucho de papel de filtro, y luego este dentro del cuerpo extractor, en el balén
se coloca el disolvente con el que vamos a extraer, calentamos hasta ebullicion,
y se forma un ciclo continuo, el vapor que sube por el cuerpo extractor se
condensa en el refrigerante, cae de forma pura sobre el cartucho,
produciéndose la extraccion y cuando se llena el cuerpo extractor, el disolvente
cae al balon por un simple sifonamiento, arrastrando con él los compuestos. El

proceso se repite varias veces.

Salida de agua
e
Refrigerante
Entrada de agua
Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento™ Cartucho
Sifén—s poroeso
Ascenso de
Regreso del vapores
—
solvente +extraido
Calentador

Fig. N°13 Partes del Equipo
Soxhlet
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La extraccion se puede llevar a cabo por dos vias:

La extraccion total consiste en hacer un extracto bruto con etanol
generalmente y luego fraccionar este aprovechando sus propiedades fisico-
quimicas, de esta forma podemos hacer un fraccionamiento kupchan en funcion
de la polaridad o un fraccionamiento acido-base segun el caracter acido o

basico de los distintos compuestos a aislar.

La extraccion parcial o gradual se lleva a cabo con disolventes de polaridad

creciente.

Ejemplo de extraccion gradual:

Introducimos el material vegetal en el soxhlet y comenzamos a extraer con un
disolvente de baja polaridad como es el hexano, en dicho extracto tendremos
grasas y ceras; luego separamos el resto vegetal del extracto hexanico.
Aumentamos la polaridad del disolvente usando diclorometano, tendremos aqui
algunos compuestos terpenoides, separamos el resto vegetal del extracto
diclorometanico, afladimos un disolvente mas polar, acetato de etilo, que
arrastra sustancias de polaridad intermedia, para terminar con un alcohol que
extrae los compuestos mas polares y el agua que se lleva los polifenoles vy
polisacaridos. Una vez obtenido nuestros extractos eliminamos los disolventes,
en un rota-evaporador, a presion reducida, con lo que se consigue destilar a
temperaturas mas bajas. Los extractos secos son guardados en la refrigeradora
hasta su posterior fraccionamiento, para evitar la aparicién de hongos.
Tendremos todos nuestros metabolitos separados en 5 partes a distinta

polaridad.

La extraccion de Kupchan es similar a la anterior. Al igual que antes,

introducimos el material vegetal en el soxhlet y comenzamos a extraer, pero
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ahora con un disolvente de alta polaridad como es el etanol, realizando una
extraccion exhaustiva, luego eliminamos el disolvente en el rota-evaporador
obteniendo el extracto seco. Disolvemos este en una mezcla etanol agua y
comenzamos a extraer en un embudo de decantacion con un disolvente de muy
baja polaridad, hexano, separando ceras y acidos grasos, luego aumentamos
la polaridad con diclorometano, sacando en este algunos terpenoides.
Seguimos con uno de polaridad media, acetato de etilo, y luego con n-butanol
tendremos las mas polares, quedando los polifenoles y polisacéaridos en la fase
acuosa.

Otro fraccionamiento tipico es el usado para los alcaloides, donde ponemos en
contacto la droga pulverizada en una mezcla acuosa acida, los alcaloides en
medio acido se convierten en sal y son extraidos por la fase acuosa, y luego
separamos el resto vegetal de la fase acuosa acida por filtracion, esta ultima la
tratamos con una base y extraemos con un disolvente organico, se rompe la sal
y los alcaloides pasan a la fase organica, eliminamos el disolvente y tenemos
los alcaloides totales.

Tras haber eliminado los compuestos no deseados y haber realizado la
extraccion del material vegetal, debemos usar nuevas técnicas de separaciéon

ya que aun tendremos una mezcla muy compleja de compuestos.

3.5 GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFIA,

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de los componentes

de una mezcla debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:

- Retencidn: Efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase
estacionaria, que puede ser un sdlido o un liquido anclado a un soporte soélido.
- Desplazamiento: Efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una

fase movil, que puede ser un liquido o un gas.
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La mezcla a separar se deposita sobre la fase estacionaria y la movil atraviesa
el sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidad,
dependiendo de la magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases.

La repeticibn sucesiva de las operaciones elementales de deteccion y
desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico da lugar a la separacién
de la mezcla original.

El fendmeno de migracion de los componentes de una mezcla a lo largo de la
fase estacionaria, impulsados por la movil, recibe el nombre de elucién. La
cromatografia puede emplearse para conocer el nimero de componentes de
una mezcla y su identificacion, por comparacion con patrones (cromatografia
analitica). También se aplica a la separacion de mezclas de compuestos, tanto
a pequefia como a gran escala, y como método de purificacién (cromatografia

preparativa).

Tipos de cromatografiags

1. Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria (sélida o liquida) y de

la fase movil (liquida o gaseosa).

- Cromatografia sélido-liquido: la fase estacionaria es un soélido y la mévil
un liquido.

- Cromatografia liquido-liquido: la fase estacionaria es un liquido anclado a
un soporte solido y la fase mévil es un liquido.

- Cromatografia liquido-gas: la fase estacionaria es un liquido no volatil
impregnado con un solido y la fase movil es un gas.

- Cromatografia sélido-gas: la fase estacionaria es un sélido y la movil un

gas.
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Al tipo de interaccion que se establezca entre los componentes de la mezcla

y las fases movil y estacionaria.

Cromatografia de adsorcion: la fase estacionaria es un sélido polar capaz
de adherir los componentes de la mezcla mediante interacciones de tipo
polar.

Cromatografia de particion: la separacion se basa en diferencias de
solubilidad de los componentes de la mezcla en las fases estacionaria y
movil, que son ambas liquidas. Si la fase estacionaria es menos polar
que la fase movil, se denomina cromatografia en fase inversa.
Cromatografia de intercambio ionico: la fase estacionaria es un solido
que lleva anclado grupos funcionales fijos ionizables, cuya carga esta
contra balanceada por iones que se pueden intercambiar por aquellos

presentes en la fase movil.

En funcion del tipo de soporte empleado para la fase estacionaria, se puede

establecer otra clasificacion:

Cromatografia en columna: El adsorbente se deposita en el interior de
una columna de vidrio.
Cromatografia en capa fina: Una capa de adsorbente de espesor

uniforme se deposita sobre una capa de vidrio, aluminio o plastico.
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3.5.1. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA ¢

Es el método mas general para la separacion y purificacion de compuestos
organicos, sélidos o liquidos, a escala preparativa. La fase estacionaria
(adsorbente) se deposita en el interior de una columna de vidrio que termina en
un estrechamiento con una llave, y se impregna con una fase movil (eluyente).
La mezcla a separar se deposita sobre la parte superior de la fase estacionaria,

y la fase movil atraviesa el sistema.

Los compuestos eluidos, disueltos en la fase maovil, van saliendo de la columna
y se recogen en fracciones. Los menos polares, que son los que se retienen
poco en el adsorbente, son los primeros en salir. Los polares quedan mas
retenidos y para su elucion generalmente es necesario incrementar la polaridad

del disolvente.

El tiempo necesario para eluir un compuesto de la columna recibe el nombre de
tiempo de retencion. Es caracteristico para cada compuesto en unas
condiciones cromatogréaficas determinadas (adsorbente, disolvente, diametro de

la columna, presion, etc.).

El adsorbente mas utilizado para cromatografia en columna, es silica gel. La
elucion de la cromatografia puede realizarse por gravedad o a media presion
(flash chromatography). En este Ultimo caso se conecta la cabeza de la
columna a un compresor de media presiéon o a una linea de aire comprimido. El
tamafo de particula de silica gel para cromatografia a media presion es mas
pequefio que el que se utiliza para cromatografia por gravedad. Si por gravedad
se empleard silica gel de tamafio de particula mas pequefio; la eluciéon no se
produciria, ya que impediria el flujo del disolvente. Sin embargo, si se aplica

presion, se fuerza al disolvente a eluir.
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3.6 GENERALIDADES SOBRE Candida albicans s

vyl
W 3

/

Fig. N°14 Morfologia microscépica de la cepa Candida albicans

Miembro de la flora normal de las mucosas en lo aparatos respiratorio, digestivo
y genital femenino. En tales lugares puede ganar dominio y relacionarse con
otras enfermedades. Algunas veces produce enfermedad general progresiva en
enfermos debilitados o con inmunosupresién. Candida albicans tiene
predileccion por colonizar los pliegues macerados y humedos de la piel. Por
ende, el intertrigo es la forma de presentacion clinica mas habitual de la
infeccibn por este patégeno en la piel lampifia. Las localizaciones mas
frecuentes son las regiones inguinal, axilar, glatea, interdigital e inframamaria y
entre ellos los pliegues de la piel de la pared abdominal. Los factores
predisponentes son la obesidad, la utilizacion de prendas de vestir oclusivas, la
diabetes mellitus y algunos factores ocupacionales. La infeccién causada por
Candida albicans se presenta como lesiones pruriginosas, eritematosas y
maceradas en las regiones intertriginosas con vesiculupustulas satélites. Dichas
pustulas se rompen dejando una base eritematosa con un anillo circundante de

epidermis necrosada facilmente desprendible.

Tratamiento para las infecciones comunes causadas por Candida albicans: El

ketoconazol ha producido una notable mejoria en algunas infecciones



46

sistémicas, en especial la candidiasis mucocutdnea. Un tratamiento eficaz
ampliamente aceptado es Anfotericina B por via intravenosa. En vulvovaginitis

se utiliza clotrimazol.

3.7 GENERALIDADES SOBRE Trichophyton mentagrophytes.s

Es un hongo dermatofitico patdgeno filamentoso con gran queratinofilia por lo
gue coloniza las estructuras queratinizadas de los animales y hombres como la
epidermis, el pelo y las ufias. Este hongo posee queratinasas que le permite

utilizar la queratina de estas estructuras como una fuente de nitrégeno.

Trichophyton mentagrophytes es una de las seis especies causantes de casi
todas las infecciones dermatofiticas humanas producidas en los Estados
Unidose), por lo que hay que prestarle un especial interés. Ademas es uno de
los principales causantes de la tifia de los pies o pie de atleta.

Morfologia colonial: este hongo produce diferentes variantes coloniales, sin
embargo, se reconocen solo dos patrones basicos, velloso y granular. El

primero tiene mayor tendencia a asociarse con dermatosis inflamatorias en
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humanos. En general el color es blanco a rosado, algunas cepas producen

pigmento rojo-marron.

3.8 METODO DE DIFUSION EN PLACA 14

Probablemente la técnica de ensayo mas ampliamente utilizada, aunque no
necesariamente la mejor, es el método de difusién en agar, también conocido
como método de Kirby-Bauer Modificado, se inocula (“siembra”)
uniformemente toda la superficie de una placa de Petri, que contiene un medio
con agar, con una cantidad normalizada del microorganismo a ensayar. A
continuacion se colocan sobre la superficie del agar solidificado discos de papel
de filtro con concentraciones conocidas de agentes quimioterapéuticos. Durante
la incubacién los agentes quimioterapéuticos difunden por el agar a partir de los
discos.

Si el quimioterapico es eficaz se forma un halo de inhibiciéon que rodea al disco
y puede medirse el diametro de ese halo. Como el tamafio del halo de inhibicion
se ve afectado por la velocidad de difusién del quimioterapéutico un halo mas
grande no siempre indica una mayor actividad antimicrobiana. El diametro se
compara con los de una tabla de referencia para cada farmaco y dosis. El
resultado informa acerca de si el microorganismo es sensible, intermedio o
resistente. Esta informacion es a menudo inadecuada para muchos fines
clinicos; sin embargo, es un ensayo sencillo y tiene un valor considerable en la

practica médica.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO:

Estudio retrospectivo porque estd basado en investigaciones anteriores, de
los cuales partimos para realizar el presente trabajo.

Estudio prospectivo debido a que se dejard un antecedente bibliografico, el
cual podra aplicarse a futuras investigaciones.

Estudio experimental ya que propone una alternativa terapéutica para el
tratamiento de las enfermedades micoticas causadas por Candida albicans y

Trichophyton mentagrophytes mediante datos obtenidos experimentalmente.

Ademas es un estudio hipotético-deductivo ya que a partir de la informacion
retomada de las referencias bibliograficas, permite formular la siguiente
hipétesis: “Las fracciones de las mezclas n-hexano:acetato de etilo al 10%,
30%, 50% y 70%, acetato de etilo puro y metanol puro provenientes del extracto
diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodora poseen actividad

antimicética contra Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes.”

La investigacion del presente estudio se dividi6 en tres etapas:

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA:

- Se realiz6 consultas de libros, trabajos de graduacion, manuales, etc. en la
Biblioteca Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

- Biblioteca de la Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer

- Biblioteca de la Universidad Nueva San Salvador.
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- Revistas cientificas

- Internet

4.3 UNIVERSO Y MUESTRA

Universo de trabajo: Los arboles de eucalipto localizados en la zona del
parqueo de la Facultad de Humanidades de la Universidad de El Salvador.

Muestra de trabajo: Los arboles de Eucalyptus citriodora.

4.4 INVESTIGACION DE CAMPO

La recoleccion de la goma-resina del Eucalyptus citriodora se realizd
utilizando un muestreo al azar, teniendo como universo de trabajo los arboles
de eucalipto localizados en la zona del parqueo de la Facultad de Humanidades
de la Universidad de El Salvador durante la época seca, en el primer trimestre
del afio 2011. La muestra se recolectdé en frascos de vidrio con tapadera de
metal y se almacené en un lugar fresco y seco.

Para solicitar la confirmacién del nombre cientifico de la muestra botanica
recolectada, se visitd las instalaciones del herbario LAGU del Jardin Botanico
La Laguna, el Licenciado Jorge Alberto Monterrosa Salomon revisé la muestra 'y
la compar6 con el material de referencia que se encontraba en dicho herbario,
concluyendo que la especie vegetal correspondia a Eucalyptus citriodora.
(Anexo N°11)

4.5 PARTE EXPERIMENTAL
La extraccion, particion y fraccionamiento de la goma-resina se realizdé en el

Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Quimica

y Farmacia; y los andlisis para evaluar la actividad antimicética de las
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fracciones se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud, CENSALUD (Anexo N°1), de la

Universidad de El Salvador durante el tercer trimestre del afio 2011.

4.5.1 CARACTERIZACION ORGANOLEPTICA DE LA GOMA-RESINA DE

Eucalyptus citriodora.

Se determinaron las caracteristicas organolépticas de la goma-resina: color,
olor y consistencia. (Ver resultados y discusién de resultados).

4.5.2 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA GOMA-
RESINA DE Eucalyptus citriodora.

El material vegetal (goma-resina) seco y cristalizado se pulverizé en un mortero,
luego se pes6 en una balanza granataria obteniendo 377.9 g de goma-resina
pulverizada; la cual se empaqueto en un cartucho de papel filtro colocandolo en
el cuerpo extractor del equipo soxhlet, posteriormente se realiz6é la extraccion
con etanol al 90° en el equipo soxhlet (Fig. N°13). La muestra se sometio a
numerosas extracciones hasta que el color del liquido en el dedal estaba tenue,
lo cual, indicé que la muestra se encontraba ya agotada.

Luego se concentrd el extracto etandlico a sequedad usando el equipo rota-

evaporador (Fig. N°16), con el fin de eliminar el solvente. (Anexo N°2)
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Fig. N°16 Equipo Rota evaporador

4.5.3 OBTENCION DEL EXTRACTO DICLOROMETANICO DE LA GOMA-
RESINA DE Eucalyptus citriodora.

Al extracto etandlico concentrado a sequedad, se le realiz6 una particion
liquida-liguida agua/diclorometano con tres volumenes de 500 mL de agua y
500 mL de diclorometano, en una ampolla de separaciéon formandose una fase
acuosa y una organica, se reunieron las tres capas diclorometanicas en un
balén para eliminar el solvente en un rota evaporador, obteniendo asi el
extracto diclorometanico; en el cual, se encuentran la mayoria de metabolitos
secundarios responsables de las diferentes actividades terapéuticas; siendo los
acidos fendlicos y los flavonoides los que parecen ser los responsables de la
actividad antimicrobiana. s

El extracto diclorometanico se fracciond empleando cromatografia en columna
utilizando como sistema de elucion solventes puros y mezclas de solventes: n-
hexano puro, mezclas de n-hexano:acetato de etilo al 10%, 30%, 50%, 70%,
acetato de etilo puro y metanol puro; obteniendo asi, siete fracciones; las cuales
se evaluaron por cromatografia en capa fina para identificar la presencia de

compuestos activos, por lo que solo se utilizaron para el ensayo microbioldgico
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las ultimas seis fracciones; ya que en la primera fraccion de n-hexano no se
observaron manchas que indicaran compuestos activos en el revelado de la
cromatografia de capa fina, por lo que se descarto; esto con la finalidad de

determinar la actividad antimicética. (Anexo N°2)

4.5.4 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

PROCEDIMIENTO

Preparacion y relleno de la columna

Se seleccion6 una columna de diametro adecuado a la muestra (62.4 g del
extracto diclorometanico). Se realiz6 una mezcla de n-hexano y silice gel, la
cual se incorporo en el interior de la columna y se dejé compactar por gravedad
(Fig. N°17). Una vez depositado el absorbente en el fondo de la columna, se
colocaron 20 cm de algodon para proteger el frente del adsorbente, quedando

el solvente a la altura del nivel del algodon.

Fig. N°17 Preparacion y relleno de la
columna cromatografica.
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Preparacion de la muestra

Se disolvié la muestra (62.4 g del extracto diclorometanico) en una minima
cantidad de diclorometano y se afiadié una cantidad de silice gel proporcional a
la cantidad de muestra.

Posteriormente se eliminé el solvente en el rota-evaporador (Fig. N°18),
obteniéndose una mezcla homogénea, pulverulenta y exenta de solvente; la
cual, se incorpor6 por medio de un embudo sobre los 20 cm de algodon de la

columna.

Fig. N°18 Preparacion de la muestra
(Extracto diclorometanico).

Elucion de las fracciones

Se utiliz6 como sistema de elucion volumenes de solventes puros (n-hexano,
AcOEt, MeOH) y mezclas de solventes de n-hexano:acetato de etilo (en orden
creciente de polaridad) con el fin de arrastrar la mayor cantidad de metabolitos

secundarios activos en la muestra, empleando el siguiente orden:

1. 600 mL de n-hexano puro

2. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 10%
3. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 30%
4. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 50%

5. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 70%
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6. 600 mL Acetato de etilo puro
7. 1500 mL de metanol puro para lavar la columna. (Fig. N°19, Anexo N°7)

Cada una de las fracciones resultantes se recogio de forma dividida, en tres
volumenes de 200 mL en erlenmeyers de 250 mL.

Todas las fracciones se evaluaron por cromatografia en capa fina, con la
finalidad de identificar la presencia de compuestos activos empleando como
reactivo revelador oOleumg,, reuniéndose siete fracciones por la similitud
presentada en la cromatografia de capa fina, conociéndose las fracciones
como: n-hexano puro, n-hexano:AcOEt al 10%, 30%, 50%, 70%, acetato de
etilo puro y metanol puro; para el ensayo microbioldgico solo se utilizaron las
ultimas seis fracciones; ya que en la primera fraccién de n-hexano puro no se
observaron manchas que indicaran la presencia de compuestos activos, por lo

que se descarto. (Anexo N°4 y Anexo N°5).

Cada fraccién fue llevada a sequedad en un rota evaporador; obteniendo asi
todos los compuestos (metabolitos secundarios) arrastrados por la mezcla de
solventes y solventes puros; las cuales, se disolvieron con dimetilsulfoxido
(DMSO) para determinar por medio de ensayos microbiolégicos la actividad
antimicoética de las diferentes fracciones (n-hexano/AcOEt al 10%, 30%. 50%,

70%, acetato de etilo puro y metanol puro).ess (Anexo N°8)
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Fig.N°19 Vista de la columna cromatogréfica
de la elucion de las fracciones.

4.5.5 ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

4.5.5.1 Pruebas de identificaciéon microbioldgicays

A los microorganismos de ensayo se le realizaron dos clases de pruebas:
(Anexo N° 3)

- Caracteristicas macroscopicas.
La identificacion se basdé en el crecimiento que tienen los diferentes
microorganismos en medios de cultivos selectivos y diferenciales, para ello se

utilizaron los siguientes medios de cultivo:
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Cuadro N°2 Caracteristicas macroscopicas de los microorganismos de prueba
en su medio de cultivo.
Microorganismo de prueba Medio de Cultivo

Agar  sabouraud: colonias  blandas
Candida albicans circulares de color crema y con olor
caracteristico a levadura. Con el tiempo se

vuelven amarillentas.

Trichophyton mentagrophytes Agar sabouraud: Colonias vellosas color

blanco, aspecto de algodon.

- Caracteristicas microscopicas.
Se utiliz6 el método de coloracion de Gram (Anexo N°6), para observar la

morfologia de los microorganismos a ensayar.

Cuadro N°3 Caracteristicas microscopicas de los microorganismos de prueba
en las diferentes tinciones.
Microorganismo de prueba Tincion

Candida albicans Tincion Gram: microorganismos
Gram +, coloracién morada, ovalados y

algunos en gemacion.

Trichophyton mentagrophytes Tincion con lactofenol azul algodén:

Microconidias en forma de racimo de uva.
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4.5.5.2 Determinacion del potencial de inhibicidn

Para determinar la susceptibilidad de un microorganismo a una sustancia
antimicrobiana en particular, existen varios métodos; los mas comunmente
empleados, son el método de Dilucion Seriada y el de Difusion en Agar desde
discos de papel. Alternativamente, el agente antibacteriano puede colocarse en
cilindros de vidrio, porcelana o acero inoxidable sobre la superficie del medio,
en lugar de discos de papel absorbentes (método Cilindro Placa). EI método
que se utilizé para el desarrollo del presente estudio es el método Kirby Bauer
modificado.

Método Cilindro Placa

(Método de Kirby Bauer Modificado)

El fundamento de este método es la difusion de la sustancia, colocada en un
cilindro de acero inoxidable vertical sobre una capa de agar (Muller-Hinton)
solidificado, que contiene en la superficie el microorganismo de prueba, de tal
manera, que si es susceptible, se forma un halo de inhibicién alrededor del
cilindro. (Anexo N°10)

- Preparacion de la suspension de microorganismos

Del cultivo de Candida albicans mantenido en la placa de agar dextrosa
sabouraud; se transfirid cierto niumero de colonias a un tubo de ensayo
utilizando un asa bacterioldgica. El tubo contiene 10 mL de solucién salina
isotonica estéril 0.85%. Este procedimiento se repitié hasta obtener una turbidez
equivalente al estandar Mc Farland de 0.5, el cual se preparo con: 0.05 mL de
BaCl, al 1% + 9.95 mL de H,SO, al 1%. Obteniéndose una densidad celular
aproximada de 1.5 x10® MO/mLu, De igual manera se realiz6 para

Trichophyton mentagrophytes con la diferencia que el diluyente en el cual se
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preparo la suspension contenia Tween 80 al 0.1%, con el fin de que las esporas

del hongo se incorporaran a la suspension.

- Inoculacion de las placas

Por el método del extendido, utilizando hisopos estériles impregnados con la
suspensién del microorganismo equivalente a 1.5 x 10® MO/mL se inoculé
uniformemente la superficie del medio Agar Miller Hinton para Candida

albicans y Trichophyton mentagrophytes.

El medio se dej6 secar con la suspensién de microorganismos durante 10

minutos a temperatura ambiente. En condiciones estériles.

- Inoculacion con la solucion de prueba

Se colocaron sobre la superficie del medio inoculado tres cilindros de acero
inoxidable, a intervalos de 90° entre cada uno; luego se llenaron con una
micropipeta con la solucion de prueba y se incubaron a 20-25°C por 5 dias. Los
diametros de inhibicion se midieron con una regla milimetrada transparente
especial, usada en la lectura de resultados de antibiogramas.

Las pruebas se realizaron por triplicado para los solventes puros y para las
mezclas de solventes: n-hexano:acetato de etilo al 10%, 30%, 50% y 70%,
acetato de etilo puro y metanol.

Se colocaron discos de antimicoticos estandarizados de Ketoconazol en placas
inoculadas como control positivo de inhibicion de los hongos estudiados.
Ademas se llevaron placas inoculadas a las cuales se les colocaron cilindros
conteniendo Unicamente dimetilsulfoxido (DMSO) como blanco. Como
parametros de referencia de los halos de inhibicidn, se utilizd la escala de

sensibilidad de Duraffourd.



CAPITULO V
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Caracterizacién organoléptica de la goma-resina de Eucalyptus
citriodora.

La goma-resina de Eucalyptus citriodora sin haber recibido tratamiento
alguno (Fig. N°20), posee una consistencia solida pero facilmente quebradiza,
al haber estado expuesta a la luz solar, color ambar (rojizo) y el olor es
caracteristico a eucalipto. Esta goma-resina se obtuvo del tronco del eucalipto,
recolectada durante la época seca; es decir, en el primer trimestre del afio
2011. (Fig. N°21)

Fig. N°20 Goma-resina de Fig.N°21 Recoleccién de la goma-
Eucalyptus citriodora resina de Eucalyptus
citriodora
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5.2 Cuantificacion del rendimiento del extracto etanolico de la goma-resina
de Eucalyptus citriodora.

Para obtener el extracto alcohdlico, fue necesario pulverizar la muestra (Fig.
N°22); la cual se peso en una balanza granataria, obteniendo un total de 377.9
gramos de la goma-resina de Eucalyptus citriodora.

Los 377.9 g de la goma-resina de Eucalyptus citriodora se empaquetaron en
un cartucho de papel filtro y éste se colocé dentro del cuerpo extractor del

equipo soxhlet.

F

Fig. N°22 Pulverizacién de la goma-resina
de Eucalyptus citriodora.

Se realizaron cuatro extracciones con 500 mL de etanol al 90° cada una, a
partir del polvo de la goma-resina de Eucalyptus citriodora, durante cuatro
semanas utilizando dos equipos soxhlet hasta agotar la muestra (Fig. N°23).

Después de haber obtenido el extracto etandlico de la goma-resina de
Eucalyptus citriodora, se evaporé el etanol con ayuda de un rota- evaporador

(Fig. N°24) hasta concentrarlo a sequedad.

Cantidad de la muestra = 377.9 g.de la goma-resina de Eucalyptus citriodora

pulverizada.
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Cantidad del extracto etandlico obtenido después de someterse al rota
evaporador = 266.7 g. de extracto etandlico.

Porcentaje de rendimiento = 70.6 % rendimiento del extracto etandlico.

37799 100%
266.7 g X

X = 70.6 % rendimiento del extracto etandlico.

Fig. N°23 ExtraCC|on alcohollca de F|g. N°24 Evaporacion del etanol.
la goma resina de
Eucalyptus citriodora.
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5.3 Cuantificacion del rendimiento del extracto diclorometanico de la
goma-resina de Eucalyptus citriodora.

Al extracto etandlico concentrado a sequedad, se le realizaron tres particiones
agua/diclorometano, en una ampolla de separacion de 4000 mL con volimenes
de 500 mL de agua y 500 mL de diclorometano. (Fig. N°25)

Se reunieron las capas diclorometanicas y luego se evapor6 el solvente con

ayuda de un rota-evaporador.

Cantidad del extracto diclorometanico obtenido después de someterse al rota-

evaporador =62.4 g de extracto diclorometanico. (Fig. N°26)

Cantidad del extracto etandlico obtenido después de someterse al rota

evaporador = 266.7 g de extracto etandlico.

Porcentaje del rendimiento = 23.4% rendimiento del extracto diclorometanico.
266.7 g 100%

62.4 g X

X = 23.4% rendimiento del extracto diclorometanico.
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Fig. N°25 Particion agua / Fig. N°26 Extracto diclorometanico
Diclorometano
del extracto
etandlico.

5.4 Cromatografia en columna

PROCEDIMIENTO:

Preparacién y relleno de la columna

Se seleccion6 una columna de didmetro adecuado a la muestra (62.4 g del
extracto diclorometanico). Se realiz6 una mezcla de n-hexano (500 mL) y silica
gel, la cual se incorporé en el interior de la columna utilizando un embudo y se
dejo compactar por gravedad (Fig. N°17). Una vez depositado el absorbente en
el fondo de la columna, se colocaron 20 cm de algodon para proteger el frente

del adsorbente, quedando el solvente a la altura del nivel del algodén.
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Preparacion de la muestra

Se disolvié la muestra (62.4 g del extracto diclorometanico) en una minima
cantidad de diclorometano y se afiadié una cantidad de silica gel proporcional a
la cantidad de muestra. Posteriormente se eliminé el solvente en el rota-
evaporador, obteniéndose una mezcla homogénea, pulverulenta y exenta de
solvente; la cual, se incorporé por medio de un embudo sobre los 20 cm de

algodén de la columna.

Elucién de las fracciones

Se utilizé6 como sistema de elucion volumenes de solventes puros (n-hexano,
AcOEt, MeOH) y mezclas de solventes de n-hexano:acetato de etilo (en orden
creciente de polaridad) con el fin de arrastrar la mayor cantidad de metabolitos

secundarios activos en la muestra, empleado el siguiente orden:

. 600 mL de n-hexano

. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 10%
. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 30%
. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 50%
. 600 mL de la mezcla n-hexano: acetato de etilo 70%

. 600 mL Acetato de etilo puro

N o o b~ DN P

. 1500 mL de metanol puro para lavar la columna. (Fig. N°19, Anexo N°7)

Cada una de las fracciones resultantes se recogié de forma dividida, en tres
volimenes de 200 mL en erlenmeyers de 250 mL. Todas las fracciones se
evaluaron por cromatografia de capa fina con la finalidad de identificar la
presencia de compuestos activos empleando como reactivo revelador oleum,,,),
reuniéndose siete fracciones por la similitud presentada en la cromatografia de
capa fina, conociéndose las fracciones como: n-hexano puro, n-hexano:AcOEt

al 10%, 30%, 50%, 70%, acetato de etilo puro y metanol puro; para el ensayo
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microbiolégico solo se utilizaron las Ultimas seis fracciones; ya que en la
primera fraccién de n-hexano puro no se observaron manchas que indicaran la
presencia de compuestos activos, por lo que se descarto. (Anexo N°4 y Anexo
N°5).

Cada fraccion fue llevada a sequedad en un rota-evaporador; obteniendo asi
todos los compuestos (metabolitos secundarios) arrastrados por la mezcla de
solventes y solventes puros. Obteniendo diferentes pesos para cada fraccion,
siendo la fraccién del 50% la que posee un mayor rendimiento. (Cuadro N°4,
Fig. N°27)

Cuadro N°4 Pesos obtenidos de las fracciones a ensayar para analisis
microbioldgicos.

Fraccion Peso (gramos)
10% 0.4
30% 3.9
50% 12.8
70% 2.6
Acetato de etilo 0.5
Metanol 1.0

Fig. N°27 Fracciones de las mezclas n-hexano:AcOEt 10%, 30%, 50%,
70%, AcOEt y MeOH puro respectivamente.
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5.5 Preparacién de las diluciones a diferentes concentraciones de las
fracciones n-hexano/AcOEt al 10%, 30%, 50%, 70%, acetato de etilo

puro y metanol puro de la goma-resina del Eucalyptus citriodora.

Se decidié hacer una dilucién a una concentracion de 10000 ppm, la cual fue
determinada en base a investigaciones realizadas en la seccion de
Investigacion Aplicada y Tesis Profesionales. s

Al obtener resultados satisfactorios con esta concentracion, se evaluaron dos
diluciones mas a diferentes concentraciones una superior y otra inferior (15000
ppm, 5000 ppm). (Anexo N°9)

5.6 Resultados de la evaluacién microbiolégica.

5.6.1 Pruebas de identificacion de Candida albicans y Trichophyton

mentagrophytes.

Cuadro N°5 Caracteristicas macroscopicas de los microorganismos de prueba
en su medio de cultivo.

Microorganismo de Medio de Cultivo Resultado
prueba

Agar sabouraud: colonias blandas circulares Prueba (+)

de color crema y con olor caracteristico a | Confirmacién de
Candida albicans | levadura. Con el tiempo se vuelven | Candida albicans
amarillentas. (Fig. N°28)

Prueba (+)
Trichophyton Agar sabouraud: Colonias vellosas color | Confirmacion de
mentagrophytes blanco, aspecto de algodén. (Fig. N°29) Trichophyton

mentagrophytes
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Fig. N°28 Morfologia de Candida
albicans en agar
saboraud.

Fig. N°29 Morfologia de Trichophyton
mentagrophytes en agar
saboraud.

Cuadro N°6 Caracteristicas microscopicas de los microorganismos de prueba
en las diferentes tinciones.

Microorganismo de
prueba Tincién Resultado
Tincién Gram: microorganismos Prueba (+)
Candida albicans Gram +, coloracién morada, ovalados y | Confirmacion de
algunos en gemacion. (Fig. N°30) Candida
albicans
Trichophyton Tincién con lactofenol azul algodén: Prueba (+)
mentagrophytes Microconidias en forma de racimo de | Confirmacién de
uva. (Fig. N°31) Trichophyton
mentagrophytes
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albicans en tincién al mentagrophytes en
Gram. lactofenol.

Se identificaron a los microorganismos ensayados como Candida albicans y
Trichophyton mentagrophytes por dar positivo en las pruebas de
identificacion macroscoépicas y microscopicas realizadas; por lo tanto, las cepas
analizadas son puras; es decir, los cultivos utilizados en el andlisis

microbiolégico no presentaban contaminacion.
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5.6.2 Resultados de la determinacion del potencial de inhibicion para

Candida albicans.

Cuadro N°7 Resultados de la evaluacién microbiologica, de las diferentes
diluciones de las fracciones (10%, 30%, 50%, 70%, Acetato de

etilo puro y Metanol puro) obtenidas de la cromatografia de

columna procedentes del extracto diclorometanico de la goma-

resina de Eucalyptus citriodora, por el método de Kirby Bauer

Modificado para Candida albicans.

HALOS DE HALOS DE
INHIBICION DE INHIBICION
FRACCIONES DILUCIONES LAS PATRON RESULTADO
FRACCIONES KETOCONAZOL
(mm) (mm)
5000 ppm 19 30 Intermedio
10% 10000 ppm 22 32 Sensible
15000 ppm 22 30 Sensible
5000 ppm 19 30 Intermedio
30% 10000 ppm 23 32 Sensible
15000 ppm 25 30 Sensible
5000 ppm 20 30 Sensible
50% 10000 ppm 21 32 Sensible
15000 ppm 24 30 Sensible
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Cuadro N°7 Resultados de la evaluacion microbioldgica, de las diferentes
diluciones de las fracciones (10%, 30%, 50%, 70%, Acetato de

etilo puro y Metanol puro) obtenidas de la cromatografia de

columna procedentes del extracto diclorometanico de la goma-

resina de Eucalyptus citriodora, por el método de Kirby Bauer

Modificado para Candida albicans. (Continuacion)

HALOS DE HALOS DE
FRACCIONES DILUCIONES INHIBICION DE INHIBICION RESULTADO
LAS PATRON
FRACCIONES KETOCONAZOL
(mm) (mm)
5000 ppm 17 30 Intermedio
70% 10000 ppm 21 32 Sensible
15000 ppm 23 30 Sensible
5000 ppm 20 30 Sensible
Acetato de etilo 10000 ppm 19 32 Intermedio
puro
15000 ppm 22 30 Sensible
5000 ppm 17 30 Intermedio
Metanol puro 10000 ppm 20 32 Sensible

Valores de sensibilidad segun Duraffourd,,

Nula £ 8mm, Limite 9-14mm, Media 15-19 mm, Sumamente sensible = 20 mm
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Anéalisis:

El cuadro N°7 refleja los resultados obtenidos en el ensayo, lo que muestra que
las tres diluciones a las diferentes concentraciones ensayadas (5000 ppm,
10000 ppm y 15000 ppm) poseen actividad antimicética contra Candida
albicans, siendo la concentracion de 15000 ppm la mas efectiva ya que sus
halos de inhibicion fueron superiores al rango reportado segun Duraffourd, por
lo que la levadura resulto ser sumamente sensible; dentro de la concentracion
de 15000 ppm la fraccion con mayor actividad inhibitoria es la del 30% ya que

sus halos alcanzan los 25 mm de diametro.

Cuadro N°8 Controles utilizados en los ensayos microbiolégicos.

No hay formacion de halos. Crecimiento en toda
BLANCO: DIMETILSULFOXIDO la placa MO resistente

PATRON: DISCOS DE ANTIMICOTICO Formacion de halos de 31mm de diametro.

KETOCONAZOL 10mcg/disco MO susceptible.
PLACA CONTROL POSITIVO Crecimiento en toda la placa.
PLACA CONTROL NEGATIVO No hay crecimiento en toda la placa.

Valores de sensibilidad segun Duraffourd,,
Nula <8 mm, Limite 9-14 mm, Media 15-19 mm, Sumamente sensible = 20

mm
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Anéalisis:

El cuadro N°8 refleja que se llevd un blanco con Dimetilsulfoxido (DMSO), que
fue el disolvente utilizado para preparar las diluciones, presentando un
crecimiento abundante del hongo en toda la placa, es decir sin zona de
inhibicion, lo que significa que el efecto antimicotico se debe a los compuestos
activos presentes en las diluciones de las fracciones ensayadas y no al solvente
utilizado.

Se realiz6 una comparacion entre las diluciones de las fracciones con discos
estandarizados de Ketoconazol, haciendo notar la actividad antimicotica del
Ketoconazol en comparacion a las diluciones. También se llevaron placas de
control de crecimiento positivo y negativo, con el fin de determinar la presencia
de la cepa, a través de su crecimiento uniforme y abundante, y no a la

contaminacion de microorganismos del medio respectivamente.
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Concentracion 5000 ppm

Fraccion 10% Fraccion 30% Fracciéon 50%

Fracciéon 70% Fraccion AcOEt. Fraccién MeOH

CONTROL

Fig. N°32 Resultados de la evaluacién antimicética contra Candida albicans,
correspondientes a la concentracién de 5000 ppm de cada fraccion.
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Concentracion 10000 ppm

Fracciéon 10% Fracciéon 30% Fraccion 50%

Fracciéon 70%

Fraccion MeOH

CONTROL

Fig. N°33 Resultados de la evaluacién antimicética contra Candida albicans,
correspondientes a la concentracion de 10000 ppm de cada fraccion.
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Concentracion 15000 ppm

Fraccién 10% Fraccion 30% Fraccién 50%

Fracciéon 70% Fracciéon AcO Et. Fraccion MeOH

BLANCO

Fig. N°34 Resultados de la evaluacion antimicética contra Candida albicans,
correspondientes a la concentracion de 15000 ppm de cada fraccion.
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5.6.3 Resultados de la determinacion del potencial de inhibicion para

Trichophyton mentagrophytes.

Cuadro N°9 Resultados de la evaluacion microbioldgica, de las diferentes
diluciones de las fracciones (10%, 30%, 50%, 70%, Acetato de

etilo puro y Metanol puro) obtenidas de la cromatografia de

columna procedentes del extracto diclorometanico de la goma-

resina de Eucalyptus citriodora, por el método de Kirby Bauer

Modificado para Trichophyton mentagrophytes.

HALOS DE HALOS DE
INHIBICION DE INHIBICION
FRACCIONES DILUCIONES LAS PATRON RESULTADO
FRACCIONES KETOCONAZOL
(mm) (mm)
5000 ppm 10 21 Resistente
10% 10000 ppm 15 22 Intermedio
15000 ppm 19 21 Intermedio
5000 ppm 25 21 Sensible
30% 10000 ppm 25 22 Sensible
15000 ppm 29 21 Sensible
5000 ppm 26 21 Sensible
50% 10000 ppm 30 22 Sensible
15000 ppm 36 21 Sensible
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Cuadro N°9 Resultados de la evaluacion microbiolégica, de las diferentes
diluciones de las fracciones (10%, 30%, 50%, 70%, Acetato de

etilo puro y Metanol puro) obtenidas de la cromatografia de

columna procedentes del extracto diclorometanico de la goma-

resina de Eucalyptus citriodora, por el método de Kirby Bauer

Modificado para Trichophyton mentagrophytes. (Continuacion)

HALOS DE HALOS DE
INHIBICION DE INHIBICION
FRACCIONES DILUCIONES LAS PATRON RESULTADO
FRACCIONES | KETOCONAZOL
(mm) (mm)
5000 ppm 18 21 Intermedio
70% 10000 ppm 27 22 Sensible
15000 ppm 31 21 Sensible
5000 ppm 19 21 Intermedio
Acetato de etilo
puro 10000 ppm 15 22 Resistente
15000 ppm 24 21 Sensible
5000 ppm 18 21 Intermedio
Metanol puro 10000 ppm 20 22 Sensible

Valores de sensibilidad segun Duraffourd,,

Nula £ 8mm, Limite 9-14mm, Media 15-19 mm, Sumamente sensible = 20 mm
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Anéalisis:

El cuadro N°9 refleja los resultados obtenidos en el ensayo, por lo muestra que
las tres diluciones a las diferentes concentraciones ensayadas (5000 ppm,
10000 ppm y 15000 ppm) poseen actividad antimicética contra Trichophyton
mentagrophytes, siendo la concentracion de 15000 ppm la mas efectiva ya
gue sus halos de inhibicion fueron superiores al rango reportado segun
Duraffourd,, por lo que la levadura resulto ser sumamente sensible excepto en
la fraccion del 10%; dentro de la concentracion de 15000 ppm la fraccion con
mayor actividad inhibitoria es la del 50% ya que sus halos alcanzan los 36 mm

de didmetro.

Cuadro N°10 Controles utilizados en los ensayos microbiolégicos.

BLANCO: DIMETILSULFOXIDO No hay formacion de halos. Crecimiento en toda

la placa MO resistente

PATRON: DISCOS DE ANTIMICOTICO Formacion de halos de 21mm de diametro

KETOCONAZOL 10 mcg/disco MO susceptible.
PLACA CONTROL POSITIVO Crecimiento en toda la placa.
PLACA CONTROL NEGATIVO No hay crecimiento en toda la placa.

Valores de sensibilidad segun Duraffourd,,

Nula < 8mm, Limite 9-14mm, Media 15-19mm, Sumamente sensible = 20mm
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Anéalisis:

En el cuadro N°10 se refleja que se llevd un blanco con Dimetilsulfoxido
(DMSO), que fue el disolvente utilizado para la preparacion de la diluciones,
presentando un crecimiento abundante del hongo en toda la placa, es decir sin
zona de inhibicidn, lo que significa que el efecto antimicético se debe a los
compuestos activos presentes en las diluciones de las fracciones ensayadas y
no al solvente utilizado.

Se realizd una comparacion entre las diluciones de las fracciones y con discos
estandarizados de Ketoconazol, haciendo notar la actividad antimicotica del
Ketoconazol en comparacion a las diluciones de las fracciones.

También se llevaron placas de control de crecimiento positivo y negativo, con el
fin de determinar la presencia de la cepa, a través de su crecimiento uniforme y
abundante, y no a la contaminacion de microorganismos del medio

respectivamente.
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Concentracion 5000 ppm

Fraccion 10% Fraccion 30% Fraccion 50%

Fraccion AcO Et.

Fig. N°35 Resultados de la evaluacién antimicética correspondientes a la
concentracion de 5000 ppm de cada fraccion contra Trichophyton

mentagrophytes.
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Concentracion 10000 ppm

Fracciéon 10% Fraccion 30% Fraccién 50%

Fraccion 70% Fraccion AcO Et. Fraccion MeOH

CONTROL

Fig. N°36 Resultados de la evaluacién antimicética correspondientes a la
concentracion de 10000 ppm de cada fraccion contra
Trichophyton mentagrophytes.




Concentracion 15000 ppm

Fraccién 10% Fraccion 30% Fraccion 50%

Fraccion 70% Fraccién AcO Et. Fraccion MeOH

BLANCO

Fig. N°37 Resultados de la evaluaciéon antimicética correspondientes a la
concentracion de 15000 ppm de cada fraccién contra Trichophyton
mentagrophytes.

84
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¥ Fraccion 10%
H Fraccion 30%
M Fraccion 50%
H Fraccion 70%
= HFraccién ACO Et.
M Fraccion MeCH

H Control

inhibicion (mm)

Diametro delos halos de

5000ppm 10000ppm 15000ppm

Concentraciones

Fig. N°38 Comparacion del efecto inhibitorio de las concentraciones de las
fracciones de la goma-resina de Eucalyptus citriodora en

Candida albicans.

Valores de sensibilidad segun Duraffourd,

Nula < 8mm, Limite 9-14mm, Media 15-19mm, Sumamente sensible = 20mm

En base a los resultados del cuadro N°9 se realiz6 una representacion gréafica
(Fig. N°38); la cual, compara los diferentes niveles de actividad antimicética que
presentan las fracciones del extracto diclorometanico de la goma-resina de
Eucalyptus citriodora; por lo que se establece que las tres diluciones a las
diferentes concentraciones ensayadas poseen actividad antimicGtica contra
Candida albicans ya que sus halos de inhibiciébn se encuentran en la zona
media de los valores de sensibilidad segun Duraffourd (linea intermitente roja),
pero la concentracion con mayor actividad es la de 15000 ppm, porgue sus
halos de inhibicion sobrepasan el rango, en donde la cepa es sumamente
sensible debido a que es mayor que 20 mm de diametro (linea color verde);
dentro de la concentracion de 15000 ppm la fracciébn con mayor actividad
inhibitoria es la del 30%, ya que sus halos de inhibicibn miden 25 mm de

diametro; por lo que, esta fraccion posee mayor actividad antimicotica.
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H Fraccién 10%

M Fraccion 30%

M Fraccion 50%

M Fraccion 70%

M Fraccion ACO Et.
M Fraccion MeOH

H Control

Diametros de los halos de
inhibicion (mm)

5000ppm 10000ppm 15000ppm

Concentraciones

Fig. N°39 Comparacion del efecto inhibitorio de las concentraciones de las
fracciones de la goma-resina de Eucalyptus citriodora en

Trichophyton mentagrophytes.

Valores de sensibilidad segun Duraffourd,

Nula < 8mm, Limite 9-14mm, Media 15-19mm, Sumamente sensible = 20mm

En base a los resultados del cuadro N°9 se realiz6 una representacion grafica
(Fig. N°39); la cual, compara los diferentes niveles de actividad antimicética que
presentan las fracciones del extracto diclorometanico de la goma-resina de
Eucalyptus citriodora, por lo que se establece que las tres diluciones a las
diferentes concentraciones ensayadas poseen actividad antimicGtica contra
Trichophyton mentagrophytes ya que sus halos de inhibicidbn se encuentran
en la zona media de los valores de sensibilidad segun Duraffourd (linea
intermitente roja), pero la concentracion con mayor actividad es la de 15000
ppm, debido a que sus halos de inhibicion sobrepasan el rango, en donde la
cepa es sumamente sensible ya que es mayor que 20 mm de diametro (linea
color verde); dentro de la concentracion de 15000 ppm, la fraccidbn con mayor
actividad inhibitoria es la del 50%, ya que sus halos de inhibicion miden 36 mm
de didametro; por lo que, esta fraccion posee mayor actividad antimicotica.
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6.0 CONCLUSIONES

. El' rendimiento obtenido del extracto etandlico de la goma-resina de
Eucalyptus citriodora fue de 70.6%, mientras que el rendimiento del
extracto diclorometanico fue de 23.4%, siendo este ultimo donde se
encuentran presentes los compuestos de naturaleza terpénica y

compuestos fendlicos.

. Las tres concentraciones ensayadas (5000 ppm, 10000 ppm y 15000
ppm) de cada unas de las fracciones obtenidas del extracto
diclorometéanico, presentan actividad inhibitoria contra Candida albicans,
siendo la de 15000 ppm (para todas las fracciones) la que presenta

mayor efecto antimicético.

. Para la concentracion de 15000 ppm, la fracciébn con mayor actividad
antimicotica contra Candida albicans, fue la fraccion de 30%, ya que
sus halos de inhibicién fueron de 25 mm de diametro siendo superior al
rango reportado segun los valores de sensibilidad de Duraffourd, el cual

establece que = 20mm la cepa es sumamente sensible.

. La concentracion de 15000 ppm presenta mayor actividad inhibitoria
contra Trichophyton mentagrophytes, de la tres concentraciones
ensayadas provenientes de las fracciones obtenidas del extracto

diclorometanico.
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. Para la concentracion de 15000 ppm, la fraccibn con mayor actividad
antimicotica contra Trichophyton mentagrophytes, fue la fraccién de
50%, ya que sus halos de inhibicion fueron de 36 mm de diametro,
superiores al rango reportado segun los valores de sensibilidad de

Duraffourd.

. La goma-resina de Eucalyptus citriodora posee mayor actividad
antimicética frente a Trichophyton mentagroghytes que contra
Candida albicans, debido a que se formaron halos de inhibicion de

mayor diametro.

. El comportamiento de las concentraciones para Trichophyton
mentagrophytes y Candida albicans es lineal; es decir, a mayor
concentracion mayor efecto antimicético en todas las fracciones, excepto

la fraccién del acetato de etilo puro.

. A diferencia de otros estudios en donde se utilizan partes de plantas
como materia prima de ensayos fitoquimicos, se garantiza la continuidad
de la especie vegetal, ya que al utilizar la goma-resina de Eucalyptus
citriodora, no provoca la destruccion de la especie vegetal, ya que es un

exudado de la planta y no una parte fundamental de ella.

. Las fracciones de las mezclas n-hexano/acetato de etilo al 10%, 30%,
50% y 70%, acetato de etilo puro y metanol puro obtenidas del extracto
diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodora poseen
actividad antimicética contra Candida albicans y Trichophyton
mentagrophytes; lo cual, confirma la hip6tesis planteada en un inicio en

el disefio metodoldgico.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES



91

7.0 RECOMENDACIONES

Mejorar el sistema de extraccion del exudado de Eucalyptus citriodora,

ya que se ha comprobado su efecto antimicotico.

Fomentar un desarrollo ordenado de las plantaciones de eucalipto, ya
gue es un arbol que absorbe mucha agua, lo que ocasiona aridez en los
suelos; esto con el fin, de evitar un impacto ambiental negativo en la

zona de siembra.

Investigar la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas por
cromatografia de columna, contra cepas de interés clinico, diferente a las
estudiadas, para comprobar su espectro de accion y asi poder utilizarlo

en un mayor namero de afecciones.

Continuar el estudio de las fracciones del 30% y 50%, a fin de aislar y
elucidar los compuestos que poseen la actividad antimicética, con el
objetivo de validar la metodologia de extraccién y asi en un futuro

proceder a formular un fitofarmaco.

Realizar estudios de toxicidad con el fin de evaluar el efecto que los
compuestos presentes en la goma-resina de Eucalyptus citriodora

puedan ocasionar sobre las células normales.

Buscar otro solvente diferente al diclorometano, que sea de menor
toxicidad, para los procesos de extraccibn de la goma-resina de

Eucalyptus citriodora.
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GLOSARIO

Anfotericina B: Antimicotico-Antiprotozoario. Antibiético producido por
Streptomyces nodosus, con propiedades fungistaticas o fungicidas, la cual
depende de las concentraciones alcanzadas en los liquidos organicos y de la
susceptibilidad de los microorganismos. Es altamente eficaz contra micosis
sistematicas producidas por Histoplasma, Blastomyces, Cryctococcus,
Aspergillus y especies de Candida. En los organismos, altera la permeabilidad
de la membrana celular que contiene esteroles, lo que se traduce en perdida de

los componentes celulares.

Antimicotico: Sustancia utilizada en el tratamiento de enfermedades causadas

por hongos. s

Caduco, ca: Dicese del 6érgano poco durable y caedizo.

Caedizo, za: Caduco.y,

Céapsula: Fruto seco y dehiscente. )

Clamidosporas: Son las esporas mas resistentes de los hongos. Resisten las
condiciones desfavorables como el calor y la desecacién, promueven la
sobrevivencia en ambientes hostiles, al originar nuevos individuos cuando las

condiciones son favorables. s

Coloracion de Gram: Se usa principalmente para el examen microscépico
directo de muestras y subcultivos. Las bacterias que retienen el colorante se
ven negroazuladas cuando se observan al microscopio, y se denominan

entonces gram positivas. Algunas bacterias pierden la coloracion primaria con



cristal violeta cuando son tratadas con el decolorante, presumiblemente debido
al alto contenido de lipidos de su pared celular. Estas bacterias decoloradas
toman el colorante de contraste, la safranina, y se ven rojas cuando se

observan al microscopio denominandose gram negativas. s

Corimbo: Inflorescencia con diversos pedunculos que sitian las flores al mismo

nivel. )

Corimboso, sa: Con aspecto de corimbo.

Corteza: Parte externa de la raiz, tallo y ramas de la planta que se separa con

mayor o menor facilidad de la parte interna, mas dura.,

Dehiscente: Que se abre después de la madurez.

Elucién: Es el proceso de paso de un liquido o un gas a través de una columna
cromatografica; es decir, es el fendmeno de migracién de los componentes de

una mezcla a lo largo de la fase estacionaria, impulsados por la mévil.

Estdndar o Escala McFarland: se destina para el ajuste de densidad de las
suspensiones bacterianas. La escala de McFarland relaciona la turbidez de
unos patrones de sulfato barico (mezcla de cloruro barico al 1% y acido

sulfurico al 1%) con el numero de bacterias presentes en una muestra. .z

Fase Movil: Es el disolvente que desciende a través de la columna
cromatografica, puede ser un liquido puro o una mezcla de soluciones o

también puede ser un gas (puro o0 una mezcla homogénea).qs.



Fase Estacionaria: Es la fase que se encuentra fija en el interior de la columna
cromatografica, puede ser un sélido poroso o finamente dividido, o un liquido
gue ha sido colocado en una capa delgada sobre un material de soporte

inerte.usiz

FitofArmacos: Medicamentos que contienen como principio activo
exclusivamente plantas, partes de plantas, ingredientes vegetales o bien,

preparaciones obtenidas a partir de ellas.

Inflorescencia: Es un sistema de ramas especializado, destinado a la
produccion de flores (y frutos mas tarde), ya que es raro que el tallo termine en
una sola flor, en general lleva mas de una, a menudo muchas, ordenadas de

diversa manera formando grupos o racimos de aspecto variado. s,

Ketoconazol: Antimicético. Antibidtico con alto potencial terapéutico para el
manejo de micosis superficiales y profundas. Es muy activo contra Candida
albicans, Blastomyces, Histoplasma y diversos hongos superficiales:
Trichophyton, Epidermophyton y Microsporum. s

Lanceolado, da: Se aplica a la hoja de una planta que tiene forma de punta de

lanza.

Limbo: Porcion laminar de la hoja.

Metabolitos secundarios: Compuestos derivados del metabolismo secundario,
se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan
propiedades biolégicas, muchos desempefian funciones ecolégicas y se

caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,



insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. Reciben también la
denominacion de productos naturales.
Opérculo: Organo a modo de tapadera que se desprende en un capullo, fruto,

etc. 1)

Opuesto, a: Puesto enfrente. .,

Peciolado, da: Provisto de peciolo.q,

Peciolo: Rabillo que une el limbo de la hoja al tallo. ¢,

Pedicelado, da: Provisto de pedicelo.q,

Pedicelo: Dicese del cabillo que una flor en las inflorescencias compuestas.

Pedunculo: Sirve para levantar y sostener la flor; por lo regular carece de

hojas; pero las tiene algunas veces en la parte inferior.

Peltado, da: Dicese de las hojas del limbo redondeado y con el peciolo inserto

en el centro.

Reactivo de Oleum: Se utiliza para hacer visibles aquellas sefiales que no se
detectan a la luz UV ni son coloreadas, es una mezcla de acido sulfarico (4%)
acido acético (80%) y agua (16%); ElI revelado consiste en rociar el
cromatograma con la especie reveladora y posterior calentamiento en una
estufa alrededor de 100°C, lograndose de esta manera la carbonizacion de los
compuestos organicos. El cromatograma una vez revelado nos presenta
mediante manchas el grado de pureza de la muestra o el nimero de

compuestos presentes en ella.



Queratinofilia: Propiedad de lisar estructuras corneas (piel, uilas y pelos) por
medio de la enzima queratinasa y utilizar los productos de degradacién como

nutrientes. s

Tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico: Es una de las etapas iniciales
de la investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los
principales grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta y, a
partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el

aislamiento de los grupos de mayor interés. s

Tincion lactofenol azul algoddn: A causa de los grupos sulfénicos, este
colorante es fuertemente acido y ha sido usado como contra colorante para
tejidos no fijados, bacterias y protozoos. En la actualidad se usa con mas
frecuencia para la tincion directa de micelios fungicos y estructuras de

fructificacion, las cuales toman un color azul palido delicado. .,

Umbela: Inflorescencia con el extremo dl raquis o eje principal ensanchado
formando un receptaculo, del cual parten los pedicelos, todos de igual

longitud. 2



ANEXOS



ANEXO N°1

Instalaciones de laboratorios

Fig. N°40 Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de
la Facultad de Quimica y Farmacia

Fig. N°41 Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Salud, CENSALUD



ANEXO N°2

Metodologia general de trabajo

Recoleccion de la goma-resina del arbol de Eucalipto
(Eucalyptus citriodora)

[ Caracteristicas Organolépticas ]

[ Pulverizar la goma-resina

Pesar la goma-resina

Extraccion Soxhlet
ETOH 90°

—J

)
)

Extracto etandlico
4 I Y
Evaporacion del solvente
( I )
Particion liquido-liquido
H,O/CH,ClI,
- J

[ Extracto acuoso ] [ Extracto diclorometanico
|
[ Pesar el extracto

Cromatografia en columna Obtencién de

las fracciones n-hexano: acetato de etilo

10%, 30%, 50% y 70%, acetato de etilo
puro y metanol puro.

Fig. N°42 Diagrama de la metodologia general de trabajo.



ANEXO N°3

Metodologia general de trabajo (Analisis Microbioldgico)

[ Ensayos Microbiol6gicos ]
Pruebas de identificacion Determinacién del potencial de
microbiolégicas de las cepas inhibicion por el Método de Kirby

Bauer Modificado

{ Tabulacién y analisis de }

resultados

Caracteristicas Pruebas de Caracteristicas
microscépicas identificacion y macroscopicas
diferenciacién

i Medios de cultivos
[ Método de } selectivos y diferenciales

coloracién Gram

Fig. N° 43 Diagrama de la metodologia general de trabajo (Analisis Microbioldgico)



ANEXO N°4

Analisis de la composicién de las diferentes fracciones obtenidas de
la cromatografia de columna del extracto diclorometanico por
cromatografia en capa fina



Toma de muestras en viales
etiquetados

s
i Alre ca-
liente

Secado de las manchas

S
A B C D

Aplicacion de las muestras en la
placa con la ayuda de un capilar

Colocar la placa en una camara cromatografica
donde habra una mezcla de disolventes (n-
hexano:acetato de etilo de polaridad adecuada. El
disolvente ascenderd a través de las manchas y
arrastrard a sus componentes a lo largo de la
placa a una distancia mayor o menor dependiendo

de sus caracteristicas moleculares.

Fig. N°44 Esquema de la Cromatografia en Capa Fina




Revelado mediante el reactivo revelador éleum (acido sulftrico +
acido acético glacial + agua, 4/80/16) y posterior calentamiento. De
esta manera apareceran en la placa diferentes manchas segun la
complejidad de la mezcla de partida, esto con la finalidad de
visualizar los diferentes componentes en el soporte sélido una

vez separados.

Fig. N°44 Esquema de la Cromatografia en Capa Fina

(Continuacion)




ANEXO N°5

Resultados de la Cromatografia en Capa Fina



Fig. N°45 Fracciones de n-hexano y n-
hexano-acetato de etilo al 10%

Fig. N°46 Fracciones de n-hexano-
acetato de etilo al 30%



Fig. N°47 Fracciones de n-hexano-acetato
de etilo al 50% y 70%



ANEXO N°6

Método de la tincion de Gram

Realice un frotis fino del material de estudio y déjelo secar al aire.
Fije el material al portaobjetos pasandolo tres o cuatro veces a
través de la llama de un mechero Bunsen, de manera que el material
no se lave durante la tincion.

Coloque el frotis en un soporte para tincion y recubra la superficie
con solucién de cristal violeta.

Luego de 1 minuto de exposicién al colorante cristal violeta, lave
exhaustivamente con agua destilada.

Cubra el frotis con solucion yodada de Gram durante 1 minuto.
Nuevamente, lave con agua destilada.

Impregne la superficie con unas gotas de decolorante alcohol-
acetona, hasta que el lavado deje de tener color violeta. Esto suele
tomar 10 segundos 0 menos.

Lave con agua destilada. Cubra la superficie con la tincion de
safranina durante 1 minuto. Lave con agua destilada.

Coloque el frotis en posicion vertical en el soporte para tincion, para
permitir que el exceso de agua drene y el frotis se seque.

Examine el frotis tefiido bajo el objetivo de 100 x (de inmersion) de
un microscopio. Los microorganismos gram positivos se tifien de

azul oscuro; y los gram negativos de color rosa o rojo.



ANEXO N° 7
Célculos para la preparacion de las fases méviles utilizadas en la

cromatografia de columna



Mezcla n- hexano/acetato de etilo 10% (v/v)

Mezcla AcOEt.
100 mL 10 mL
600 mL X X= 60 mL de AcOEt.

600 mL — 60 mL de AcOEt = 540 mL de n-hexano

Mezcla n- hexano/acetato de etilo 30% (v/v)

Mezcla AcO Et.
100 mL 30 mL
600 mL X X= 180 mL de AcOEt.

600 mL — 180 mL de AcOEt. = 420 mL de n-hexano

Mezcla n- hexano/acetato de etilo 50% (v/v)

Mezcla AcOEt.
100 mL 50 mL
600 mL X X=300 mL de AcOEt.

600 mL — 300 mL de AcO. Et = 300 mL de n-hexano

Mezcla n- hexano/acetato de etilo 70% (v/v)

Mezcla AcOEt.
100 mL 70 mL
600 mL X X=420 mL de AcOEt.

600 mL — 420 mL de AcOEt. = 180 mL de n-hexano



ANEXO N°8
Cromatografia en columna. Obtencién de las fracciones n-hexano:

acetato de etilo 10%, 30%, 50% y 70%, acetato de etilo puro y

metanol puro.



Preparacion de la muestra (cabeza de
la columna cromatografica)

Preparacion y relleno de la
columna cromatografica

Recoleccion de las seis fracciones.

Fraccionamiento de la muestra, utilizando como
sistema de eluciébn n-hexano/acetato de etilo al
10%,30%, 50%, 70% y AcOEt. puro, y MeOH
puro.

!

Fig. N°48 Esquema de la Cromatografia en Columna



Evaporacion de los solventes utilizados en la elucién para obtener
los compuestos activos (metabolitos secundarios).

Cristalizacion de los
compuestos activos.

Obtencion de las seis fracciones para posterior
analisis microbiol6gico.

Fig. N°48 Esquema de la Cromatografia en Columna

(Continuacion)



ANEXO N° 9
Calculos parala preparacion de las diluciones a diferentes
concentraciones de las fracciones n-hexano/AcOEt al 10%, 30%, 50%,
70%, acetato de etilo puro y metanol puro de la goma-resina de Eucalyptus

citriodora.



- Calculos para preparar diluciones con la concentracion de 10000 ppm de
cada una de las fracciones obtenidas de la columna cromatogréfica.

10000 ppm = 10000 pg/mL

1 mg/mL 1000 pg/mL
X 10000 pg/mL
X=10 mg/mL
1 g/mL 1000 mg/mL
X 10 mg/mL
X=0.010 g/mL
0.010 g/mL 1mL
X 5mL

X=0.050 g de cada una de las fracciones a ensayar para preparar 5 mL

Fig. N°49 Diluciones de cada una de las fracciones
n-hexano/AcOEt, con una concentracion
de 10000 ppm.



- Calculos para preparar diluciones con la concentracion de 15000 ppm de
cada una de las fracciones obtenidas de la columna cromatogréfica.

15000 ppm = 15000 pg/mL

1 mg/mL 1000 pg/mL
X 15000 pg/mL
X=15 mg/mL
1 g/mL 1000 mg/mL
X 15 mg/mL
X=0.015 g/mL
0.015 g/mL 1mL
X 5mL

X=0.075g de cada una de las fracciones a ensayar para preparar 5mL

Fig. N°50 Diluciones de cada una de las fracciones
n-hexano/AcOEt, con una concentracion
de 15000 ppm.



- Calculos para preparar diluciones con la concentraciéon de 5000ppm de
cada una de las fracciones obtenidas de la columna cromatogréfica.

5000 ppm = 5000 pg/mL

1 mg/mL 1000 pg/mL
X 5000 pg/mL
X=5mg/mL
1g/mL 1000 mg/mL
X 5 mg/mL
X=0.005 g/mL
0.005 g/mL 1mL
X 5mL

X=0.025g de cada una de las fracciones a ensayar para preparar 5mL

Fig. N°51 Diluciones de cada una de las fracciones
n-hexano/AcOEt, con una concentracion
de 5000 ppm.



ANEXO N°10
Determinacién del potencial de inhibicion por el Método de Kirby

Bauer Modificado



Preparar las suspensiones de los Comparar las suspensione,s de
hongos de prueba; Trichophyton los hongos con el estandar
mentagrophytes y Candida albicans. McFarland.

Por el método del extendido, utilizando hisopos estériles impregnados con la suspension
del hongo equivalente a 1.5x10% MO/mL, inocular uniformemente la superficie del medio
Agar Mieller Hinton para Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes.

Dejar secar el medio con la
suspensién del hongo durante 10
minutos a temperatura ambiente.
En condiciones estériles.

Fig. N°52 Esquema del Método Kirby Bauer Modificado



Colocar sobre la superficie del medio
inoculado tres cilindros de acero inoxidable.

Incubar a 20-25°C (Temperatura ambiente) por 5 dias.

Fig. N°52 Esquema del Método Kirby Bauer Modificado (Continuacion)



ANEXO N°11

Certificacion del género y especie Eucalyptus citriodora



Asociacion Jardin Botanico La Laguna K

Antiguo Cuscatlan, jueves 3 de noviembre de 2011

Por este medio se hace constar que las alumnas Luci Noemy Torres y Sonia Ivette Rendoén se
hicieron presentes en las instalaciones de nuestro herbario solicitando la confirmacion del
nombre cientifico de una muestra boténica. Después de revisar la muestra y compararlo con

nuestro material de referéncia, se concluye que la especie corresponde a Eucalyptus
citriodora de la familia Myrtaceae.

Y para los usos que estimen conveniente los interesados, se extiende la presente nota.

LTS
orge Alberfo Manterrosa Salomoén
Seccién Técnica-Cientifica
Herbario LAGU

Curador

A

URB. INDUSTRIAL LA LAGUNA, ANTIGUO CUSCATLAN, LA LIBERTAD, EL SALVADOR, C.A.  TEL: (503) 2243-2012/ (503) 2243-7968
e-mail: jardinbotanico@jardinbotanico.org.sv Pagina Web: www.jardinbotanico.org.sv



ANEXO N°12

Materiales, equipos, reactivos y solventes



MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS Y SOLVENTES
Material Vegetal
- Goma-resina de Eucalyptus citriodora.
Cepas de Referencia
- Candida albicans

- Trichophyton mentagrophytes

Material de Laboratorio

Agitadores de vidrio
Beakers (250, 100, 50, 30 mL)
- Embudos de vidrio

- Ampollas de separacion (125, 60 mL)
- Erlenmeyers (500, 250mL)

- Probetas (100, 25, 10 mL)

- Vidrio reloj

- Tubos de ensayo

- Tubos de ensayo con rosca

- Pipetas Mohr (5y 1 mL)

- Pipetas volumétricas (5.0, 1.0 mL)

- Balon fondo redondo de 500 mL

- Cajas de petri

- Laminas portaobjetos

- Frasco de vidrio color ambar con tapon de rosca (500 mL)
- Asas bacterioldgicas

- Pipeteadores

- Mecheros Bunsen



Aros metélicos

Tripode

Mortero y pistilo

Espatula metalica

Microespatula

Gradilla para tubos

Malla de asbesto

Pinzas (de extension y de soporte)
Papel filtro

Papel toalla

Papel aluminio

Tirro

Etiquetas

Plumones

Fosforos

Mangueras para entrada y salida de agua

Gabacha, mascarilla, gorro y guantes estériles

Equipo

Autoclave: de vapor humedo
Balanza analitica

Balanza granataria

Hot plate

Microscopio

Refrigeradora
Rotaevaporador

Aparato soxhlet



Reactivos y Solventes

Diclorometano

Alcohol etilico 90°
Acetato de etilo
n-hexano

Acetona calidad reactivo
Acido sulfurico 1%
Cloruro de Bario 1%
Metanol

Cristal violeta solido
Alcohol-cetona

Lugol

Safranina

Amoniaco

Agua destilada
Lactofenol azul de algodon
Silica gel
Dimetilsulfoxido

Tween 80

Medios de Cultivo

Agar Miller-Hilton
Agar Saboraud con dextrosa al 4%

Solucién salina isoténica estéril 0.85%



