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RESUMEN

Eucalyptus citriodora es una especie vegetal que proporciona diferentes
usos, entre ellos y quiza uno de los mas importantes es en la industria
farmaceéutica.

Este exuda una goma-resina, que posee diversas propiedades curativas, entre
las que puede sobresalir la propiedad antimicrobiana, la que se investigd por
medio de un estudio retrospectivo, prospectivo y experimental, dicha
propiedad. Para ello se utiliz6 el equipo soxhelt, con el que se obtuvo el
extracto etandlico de la goma-resina del eucalipto, del cual se parte para
realizar la particion liquida-liquida agua/diclorometano y asi obtener el extracto
diclorometanico, el cual se requiere para identificar la posible presencia de
flavonoides, antraquinonas, sesquiterpenlactonas, taninos, alcaloides vy
glicésidos cardiotdénicos mediante cromatografia de capa fina.

Ademas se elabor6é la solucion madre a una concentracion previamente
establecida del 10% y de esta se parte para realizar las diluciones para el
ensayo.

Se le determind la actividad antimicrobiana tanto a la solucion madre como a
las diluciones, mediante el método microbiolégico de Kirby Bauer Modificado,
utilizando las bacterias Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y
Streptococcus pyogenes.

De igual manera se utilizan discos de antibidéticos como patrones de

comparacion. En el caso del Staphylococcus aureus se utiliza penicilina de



10 unidades, para la Pseudomona aeruginosa se usa gentamicina de 10
Mg Y para el Streptococcus pyogenes se utiliza ampicilina de 10 ug.
De acuerdo a los resultados obtenidos se confirma la actividad antimicrobiana

del extracto diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodora.
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1.0 INTRODUCCION

En la flora salvadorefia existen una gran variedad de especies vegetales que
se utilizan como base para el desarrollo de nuevos farmacos, por sus
propiedades curativas para diversas enfermedades, algunas de las cuales han
sido estudiadas con el fin de detectar sus propiedades antimicrobianas,
contribuyendo asi al desarrollo de preparaciones medicinales elaboradas a

partir del Eucalyptus citriodora (Eucalipto).

El “Eucalipto” (Eucalyptus citriodora), es una especie muy utilizada por sus
diversas propiedades como saporifero, antiséptico, diaforético y expectorante

en numerosas afecciones del aparato respiratorio. *”

Ademas exuda una goma-resina, que posee diversas propiedades curativas,
entre las que puede sobresalir la propiedad antimicrobiana, es por esto que se
investigd por medio de un estudio retrospectivo, prospectivo y experimental,
dicha propiedad, dandole continuacion al trabajo realizado anteriormente con el
extracto etandlico, que fue obtenido utilizando el equipo soxhlet, del cual se
partié para luego realizar una particion liquida-liquida agua/diclorometano de la
goma-resina de esta especie vegetal, estudiando asi sus propiedades, las que
se comprueban experimentalmente a través de una evaluacion microbiologica
haciendo uso del método Kirby Bauer Modificado utilizando las bacterias
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Streptococcus
pyogenes, las cuales atacan el tejido dafiado por heridas, quemaduras, golpes

e incluso en cirugias causando asi infecciones graves.



La importancia de dicha investigacién, radica en la utilizacién de preparados
vegetales y contribuir a la investigacion de la flora medicinal en el pais,
fomentando asi el hecho de que esta especie vegetal (su extracto
diclorometanico), pueda convertirse en el futuro en una alternativa terapéutica,
en el tratamiento de infecciones cutdneas o respiratorias causadas por dichos
microorganismos Yy contribuir asi a la investigacion cientifica en la busqueda de

nuevos farmacos antimicrobianos.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antimicrobiana del extracto diclorometanico de la goma-

resina de Eucalyptus citriodora (Eucalipto).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1. Obtener el extracto etandlico y a continuacion realizar particién
liquida - liquida agua/diclorometano de la goma-resina de

Eucalyptus citriodora.

2.2.2. Realizar pruebas fitoquimicas preliminares  al extracto
diclorometanico de la goma-resina, para comprobar la presencia de

sus metabolitos secundarios.

2.2.3. Obtener el extracto madre y realizar diluciones para el ensayo

(10%, 7.5%, 5%, 2.5%, 1% y 0.5%).

2.2.4. Comprobar la actividad antimicrobiana del extracto diclorometanico
por el método Microbiologico Kirby Bauer Modificado, utilizando
las bacteria Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa

y Estreptococcus pyogenes.
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3.0. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DEL EUCALIPTO

Nombre comun: “Eucalipto limén”
Nombre cientifico: Eucalyptus citriodora
Familia: Myrtaceae

Subfamilia: Leptospermoideae

Figura No. 1. Arbol de Eucalyptus citriodora

DESCRIPCION BOTANICA

Arbol de gran porte que puede superar los 40 metros de altura, con la corteza
lisa, caediza, blanca o con ligera tonalidad azulada. Hojas juveniles opuestas,
un poco peltadas, pecioladas, de oblongas a oblongo-lanceoladas, con
pilosidad abundante. Hojas adultas alternas, 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. ¢%

USOS

Antiséptico y antifingico, tiene accion antiinflamatoria, antiespasmaddica y
antidiabética, se utiliza en los tratamientos de artritis inflamatoria y
reumatoidea. La utilizacion del eucalipto es también recomendada en casos de
fiebre, tos, heridas y picaduras de insectos. ®

En medicina popular se emplean sus hojas como sudorifico, espasmadico,

contra la gripe y los resfriados. En inhalaciones se aprovechan con gran

resultado en caso de ronquera, pérdida de la voz y en la sinusitis. €%

OTROS USOS

La madera es de color castafio-oscura a castafo-grisacea, dura, fuerte y tenaz,
siendo empleada en estructuras y armazones, carruajes, tarimas, carpinteria
naval, apero de labranza, etc. La lefia es muy buena, se prepara un carbon
industrial y se utiliza para obtener celulosa y pulpa de papel. Las hojas
producen un aceite esencial con olor a limon, el cual es rico en citronelal, y muy

apreciado en perfumeria. ¥

TOXICIDAD
El citronelal encontrado en el Eucalyptus citriodora, se reporta que es

mutagénico.®



CUADRO N° 1 CONTENIDO QUIMICO, METABOLITOS SECUNDARIOS

AISLADOS DEL Eucalyptus citriodora.

PARTE DE LA EXTRACTO TIPO DE NOMBRE DEL COMPUESTO
PLANTA COMPUESTO

Derivados del fenol 1. Acido gélico

2. Acido elagico
Tanino 3. Castalagina
4. Quercetina
5. Miricitina
Flavonoides 6. Miricitina-3-O-glucosa

7. Quercetina-3- O-glucosa
8. Myricetina-3-O -rhamnosa

Antocianina 9. Cianidina
10. Delphinidina
. . Antocianidina 11. Citriodorina
Hojas Etandlico .
12. Eucalyptina
Esterol 13. B- Sitosterol
Triterpeno 14. Acido betulinico
15. Acido shikimico
16. Acido glutérico
Acidos carboxilicos 17. Acido succinico
18. Acido citrico
19. Acido maélico
Fenilpropanopolimérico | 20. Lignina
Monoterpenos 21. Citral
22. Citronelal
Triterpeno 23. Acido ursélico
1.Trans-calamenino
2. T- muurolol
Sesquiterpenlactonas 3. a- cadinol
4. 2B- hidroxi-a-cadinol
5. 4 - hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldehido
Derivados del fenol 6. Acido 4-hidro-3,5-
dimetoxibenzoico
Corteza Cloroférmico Acido graso 7. Acido linoleico
Hidrocarburo 8. Escualeno
Terpenoquinona 9. a-tocoferol
10. Eritrodiol
Triterpenos 11. Acido mordlico

12. Acido betulinico

13. Cicloescualenol
14. Vernolitato de
cicloeucalenol
Esteroles 15. B - sitosterol
16. 3 - sitosterilo-
B -0- glucopiranosido
17. B - sitosterona

Lignanos 18. Yamgambina
19. Sesamina
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>.

1. Trans-calameneno 2. T-muurolol 3. o.- cadinol

CHO
MeO OMe
OH
4. g-hidroxi-a-cadinol 5. 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido
COOH
MeO OMe COOH
OH AN e
6. Acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico 7. Acido linoleico
m )
A NS ™ 0
8. Escualeno 9. o -tocoferol
N
CH,OH
HO

7
2,
%

10. Eritrodiol

Figura N° 3 Metabolitos secundarios aislados de la corteza de
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3.2. GENERALIDADES SOBRE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

3.2.1 SAPONINAS

Las saponinas son sustancias que se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza, se les da el nombre de saponinas (del latin sapon = jabdén) a un
grupo de glicésidos que se disuelven en agua y disminuye la tension superficial
de ésta, por lo tanto, al sacudir sus soluciones, se forma una espuma
abundante, y relativamente estable. Las saponinas son glicésidos vegetales
gue presentan unién entre la cadena azucarada y la genina mediante un enlace
heterosidico en el carbono 3 del nucleo fundamental y que por hidrélisis de las
saponinas se obtienen carbohidratos y una aglicona, llamada genéricamente
sapogenina. ®

Segun la estructura de la genina o sapogenina se conocen dos grupos de
saponinas: esteroidales y triterpénicas. Ambas presentan un enlace
heterosidico en el carbono 3 y tienen un origen biogenético comun, la via del

acido mevalonico. 19
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ESQUELETO ESTEROIDE ESQUELETO TRITERPENICO

Las saponinas son sustancias muy polares, y es posible extraerlas en

caliente o en frio, con agua o con alcoholes de bajo peso molecular. Los



materiales lipidicos presentes en estos extractos se separan con n-hexano. Al
concentrar la solucion alcohdlica se separan las saponinas y después se
cristalizan en mezclas de alcohol-agua. La extraccion mas empleada es
extrayendo las saponinas en medio acuoso, posteriormente, variando la
polaridad del extracto con etanol para obtener saponinas con mayor pureza,
donde el contenido de saponinas se cuantifica por el método afrosimétrico,
midiendo la altura de la espuma. ®

Las azucares que constituyen los glicdsidos saponinicos son: glucosa,
arabinosa, ramnosa, galactosa y xilosa.

Este tipo de glicésidos se utilizan como productos mucoliticos en el caso de
toses crbnicas, el mucus denso se aclara y resulta mas sencilla su
expectoracion, poseen también efecto diurético y se utilizan con frecuencia
para la depuracion de la sangre, tienen propiedades antimicrobianas y
antifingicas, antiinflamatorias, para la sintesis de progesterona y para la
elaboracion de emulsiones. Las propiedades farmacoldgicas se deben sobre
todo a la saponina triterpénica. ¥

PRUEBAS FITOQUIMICAS: Las saponinas y sus sapogeninas insaturadas o
con varios hidroxilos dan coloraciones con varios reactivos acidos, como el de

Liebermann-Burchard, Salkowski, cloruro de tionilo y tricloruro de antimonio.®

3.2.2 FLAVONOIDES
Los flavonoides son pigmentos vegetales que se encuentran en forma libre y

en forma de glicésidos, poseen en esqueleto carbonado Ce-C3-Ce como se



encuentran en la flavonona, aurona, chalcona, flavona, flavanonol,
antocionadina, catequina, isoflavona, antocianidina y neoflavonas. Los
flavonoides naturales se encuentran extensamente distribuidos entre las
plantas, flores, frutos y hojas en su mayoria estan en forma de glicésidos, estos
Gltimos contribuyen a darle color a las flores, frutos y hojas. ¢°

Se conocen como diez tipos de flavonoides, cada una de las clases suelen
encontrarse bajo la forma de glicésidos con una o tres unidades de azucar, las
cuales se unen en los Csy/o C7. Los diferentes tipos de flavonoides se pueden

identificar mediante reacciones de coloracion y propiedades de solubilidad.
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FLAVONOIDE

(NANGENINA)

Provienen de unidades de acetato y fenilpropano, el primer flavonoide formado
fue la Chalcona, a partir del cual se derivan los otros tipos de flavonoides por
modificaciones que ocurren en varias etapas.

Las agliconas son m&s comunes en tallo, corteza, raices y en exudaciones
resinosas de la madera.

Los disolventes empleados en la extraccion de estos compuestos son desde
muy polares como el agua, etanol, para glicosidos o aglicones muy
hidroxilados, hasta menos polares como el éter y el cloroformo para flavonas

altamente metoxiladas. *V



Algunos pigmentos flavonicos, desprovistos de toxicidad para el hombre, tienen
propiedades diuréticas, antiespasmaddicas, antihemorragicas, hemostaticas,
antiarritmicas, cardiacas, antiinflamatorio, antirradicales libres, antihepatotdxico
y antiinfecciosas, ademas son ampliamente usados en problemas circulatorios
ya que disminuye la fragilidad capilar, se usan como edulcorantes y como
hepatoprotectores. %

PRUEBAS FITOQUIMICAS: Reacciéon de Shinoda, prueba de Marini-Bettollo,

prueba de Asahina y prueba con el reactivo de Dimroth. ©

3.2.3 ANTRAQUINONAS

Incluye O-heterdsidos y C- heterdsidos (estos ultimos son enlace carbono-
carbono entre el azucar y el aglicon) su accion mas especifica es la de
estimular la musculatura lisa del intestino, produciendo peristaltismo, a la vez,
inhibe la reabsorcion de agua a través del intestino grueso, la cual llega a
ocasionar una mayor dilucién 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,

menstruacién y hemorroides. %
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3.2.4 SESQUITERPENLACTONAS

Las sesquiterpenlactonas poseen un esqueleto fundamental con 15 atomos de
carbono. ® Biogenéticamente son derivados del acido mevalénico, formados
por condensacion cabeza-cola de tres unidades de pirofosfato de isoprenilo y
ciclizaciones posteriores, producen anillos insaturados cis 0 trans, la presencia

de un y-lactona en la posicién 7 se unen cis 6 trans a la posicion 6 u 8. ™

SESQUITERPENLACTONA

(SANTONINA)

Las sesquiterpenlactonas se han encontrado principalmente en extractos de
flores o partes aéreas de las compuestas, siendo lo suficientemente tipicos
para tener cierto valor quimiotaxondmico. También se han encontrado en
algunas umbeliferas.

Algunas sesquiterpenlactonas poseen actividad antineoplasica, propiedades
citotoxicas y antitumorales, algunos germacranélidos del género Mikania,
tienen propiedades de inhibicién al crecimiento de algunos microorganismos y
algunas sesquiterpenlactonas de la familia de las compuestas causan
dermatitis al contacto con la piel.

Son lo suficientemente polares para ser insolubles en éter de petréleo y
también en agua, las disuelve el etanol 6 metano caliente y ain mas el

cloroformo 6 éter etilico.



Son sustancias amargas de farmacologia poco estudiada. Pero provenientes
de plantas usualmente reportadas como medicinales. Se ha sugerido que la
actividad citotoxica esta relacionada con el grupo exometilenbutendlido y
también que este grupo modifica el crecimiento de vegetales. ©®

PRUEBAS FITOQUIMICAS: Reacciones de coloracion como el reactivo de

Legal, reactivo de Tollens, reactivo de Baljet e Hidréxidos de Hierro. ©

3.2.5 TANINOS

El termino tanino se empled por primera vez en 1976, llamando asi a ciertos
componentes vegetales que evitan la putrefaccion de la piel animal al
combinarse con sus proteinas, convirtiéndola en cuero.

Son compuestos no cristalizables que forman soluciones coloidales de reaccion
acida y sabor muy acre. Se presentan como polifenoles en mezcla, las cuales
son dificiles de separar porque no cristalizan. Son detectables cualitativamente
mediante un ensayo de gold-beater’s skin. ¥

Los taninos comprenden un gran grupo de sustancias complejas que estan
ampliamente distribuidas en el reino vegetal, casi en todas las familias
vegetales existen especies que los contienen, cuando se presentan en
cantidades considerables, los taninos suelen localizarse en determinadas
partes de las plantas, como las hojas, fruto, corteza o tallo.

De acuerdo a los colores obtenidos en las sales de hierro, los taninos se
clasifican en: taninos catecolicos y pirogalotaninos.

Los taninos precipitan las proteinas en solucién y se combinan con ellas,

haciéndolas resistentes a las enzimas proteoliticas. Aplicada a los tejidos vivos,



esta accion se conoce como accion astringente y constituye la base para la
accion terapéutica de los taninos. Se emplea en medicina como astringente del
tracto gastrointestinal y de las escoriaciones de la piel. *©

Los taninos son solubles en agua, alcalis diluidos, alcohol y acetona, precipitan

en soluciones con metales pesados, alcaloides, heterésidos y gelatina. %
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(GLUCOSIDO DEL ACIDO GALICO)

PRUEBAS FITOQUIMICAS: Ensayo de piel de venza, ensayo de la gelatina

ensayo de la fenazona, ensayo de la catequina y ensayo del &cido clorogénico.

(11

3.2.6 GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

La accion terapéutica de los glicésidos cardiotonicos depende de la estructura

de la aglicona y del tipo y niumero de unidades de azucar unidos a ella. Su

accion la ejercen sobre:

- CORAZON: aumentan la fuerza de la contraccion del miocardio,
disminuyen la frecuencia cardiaca y disminuyen la velocidad de
conducciéon a traveés del nodo auriculo-ventricular.

- CIRCULACION GENERAL: la mejoran.

- FILTRACION RENAL: la aumentan y se produce un efecto diurético.



Se han reconocido 2 tipos de aglicona. Cardendlidos, por ej. la digitoxigenina
de la Digitalis purpurea, la cual esta compuesta de C2zs y los Bufadiendlidos,
por ej. helebrigenina del Helleborus niger, cuya estructura tiene Czs4. La
estereoquimica es muy importante para la actividad y estos compuestos tienen
uniones cis en ambos anillos el A/B y el C/D, los grupos 3B y 143- hidroxilo con
la funcion glicésido en el C-3 y una a- B-lactona insaturada unida en el C-17f.
El anillo lacténico de 5 miembros se denomina cardendlido y el de 6 miembros

bufadiendlido. ©
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CARDENOLIDO BUFADIENOLIDO
PRUEBAS FITOQUIMICAS: Liebermann-Buchard (grupo esteroidal), Carr

Price, keller killiani, Pesez, kedde, Legal, Raymond y acido tricloroacético. ©

3.2.7 ALCALOIDES

Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas con caracter basico y
mayoritariamente de origen vegetal. Tienen una estructura generalmente
compleja y ejercen acciones fisioldgicas diversas incluso a dosis muy bajas.
Son téxicos y capaces de precipitar con ciertos reactivos caracteristicos.

La mayoria de alcaloides se encuentran en los vegetales, proceden del

metabolismo secundario y se forman generalmente a partir de los aminoacidos,



aunque hay también alcaloides de origen diverso, como los esteroideos y las
bases xanticas. En ciertas plantas puede haber un acido especial asociado a
los alcaloides, otros se hayan en forma de ésteres de acidos organicos de
complejidad variable.

Los alcaloides suelen clasificarse de acuerdo a la estructura del anillo o nucleo
del alcaloide principal presente, asi tenemos: grupos derivados de la piridina y
la piperidina, grupo del tropano, de la quinolina, de la isoquinolona, del indol,

del imidazol, de esteroides, del lupinano y de las purinas. Ejemplos:

i
| N\ N
- 9
PIRIDINA PIPERIDINA

En los vegetales suelen estar localizados en tejidos periféricos, corteza, raices,
hojas, frutos y semillas. Las proporciones varian desde ppm (partes por millén),
para ciertas especies hasta valores que oscilan entre el 0.1% y el 3%,
pudiendo ser incluso superiores en algunas drogas vegetales (como la corteza
de quina, que puede tener hasta un 10%).

Son un grupo muy heterogéneo de compuestos con estructuras muy variadas.
Todos contienen C, H y N, algunos tienen oxigeno y pocos azufre. El nitrégeno
gue contienen puede formar parte de un ciclo (con N-heterociclo) o no (con N
no heterociclo).

Los alcaloides que carecen de oxigeno suelen ser liquidos, volatiles, olorosos
y arrastrables en corriente de vapor de agua; los oxigenados son generalmente

sélidos y cristalizables, incoloros e inodoros, rara vez coloreados.



Todos son en general amargos, en su forma libre son insolubles en agua y
solubles en disolventes organicos polares (alcoholes) y apolares (éter,
cloroformo, n-hexano).

Todos los que estan en forma de sal son solubles en agua y mezclas
hidroalcohdlicas e insolubles en disolventes organicos apolares. 2

PRUEBAS FITOQUIMICAS: anhidrido acético, yoduro de metilo, &cido nitroso,

Hersing-Meyer, Meyer, Bouchardat, Dragendorff, Hager y Wagner. ¢V



3.3 GENERALIDADES DE LAS CEPAS SOMETIDAS A BIOENSAYO

3.3.1 Staphylococcus aureus

Figura N° 4 Staphylococcus aureus

Son microorganismos patdégenos que se encuentran en todas partes y son la
causa mas comun de infecciones.

Morfologia y fisiologia. Células esféricas de 1 um de diametro, aparecen como
masas de células arracimadas, aunque se encuentran como células aisladas,
en parejas y tétradas, los estafilococos jévenes son gram positivas, sin
embargo al envejecer, muchas células se vuelven gram negativas, son no
moviles, no forman esporas. Los estafilococos crecen bajo condiciones
aerdbicas o microaerdfilas y con mayor rapidez a 37°C, pero su pigmentacion
es apreciable a temperaturas entre 20-25°C. Las colonias en medios solidos
son redondas, lisas, elevadas y resplandecientes. La pigmentacion de las
colonias va desde el gris, amarillo al amarillo dorado intenso. Cuando se
cultivan en agar sangre la mayoria de las colonias de, Staphylococcus

aureus aparecen redondas con una zona de B-hemolisis.™



Son microorganismos relativamente resistentes a la desecacion, a ciertos
desinfectantes, al calor y al cloruro de sodio 9%. Son sensibles a la actividad
bacteriostatica del trifenilmetano y otros colorantes, ademas a los antibiéticos.
Los estafilococos producen catalasa, lo que los distingue de los estreptococos.
Tiene la particularidad de fermentar con lentitud muchos carbohidratos y
producen acido lactico pero no gas y su actividad proteolitica varia de una cepa
a otra. ¢V

El Staphylococcus aureus es la Unica especie que tiene la capacidad y poder
enzimatico de coagular el plasma oxalatado, en presencia de un factor
contenido en muchos sueros; esto se asocia con la formacion de la toxina
hemolitica que tiene alto grado de virulencia, se encuentra como
microorganismo de vida libre en el ambiente y vias respiratorias. En los
hospitales de mayor riesgo de infecciones estafilococcicas graves son las salas
de cuna de recién nacidos, unidad de cuidados intensivos, salas de
operaciones VY las salas de quimioterapia del cancer. *°

Los estafilococos producen enzimas como: catalasa, coagulasa, hemolisinas,
toxinas como: Leucocidinas, exfoliativa, la del sindrome del choque toxico y
enterotoxinas (de la A a la F) producidas por casi el 50% de las cepas de
Staphylococcus aureus, responsables del envenenamiento con alimentos.
Los estafilococos son patdgenos oportunistas, habitualmente las infecciones
producidas por estafilococos son cutaneas. El prototipo de infeccion
estafilococcica es el furinculo o cualquier absceso localizado. Entre las

enfermedades mas comunes producidas por Staphylococcus aureus son:



Neumonia estafilococcica, sindrome de la piel escaldada, sindrome de shock

téxico y otras enfermedades respiratorias. %

3.3.2 Streptococcus pyogenes

Figura N° 5 Streptococcus pyogenes

Morfologia y fisiologia: Los estreptococos se presentan en cadena de tres o
mas células individuales, esféricas, de 0.5 a 1.0um de diametro. Cuando estan
recientemente aislados, las células son mas ovoides que esféricas y se
presentan en pares, sin embargo, se produciran cadenas en los cultivos
subsecuentes en medios liquidos. Estos microorganismos son gram positivos,
la mayoria de las cepas son aerobias pero algunas son anaerobias facultativas,
no forman esporas y no son maviles.

La hemdlisis en agar sangre es de importancia considerable en la sub-division
del genero. Los estreptococos que producen estreptolisina ‘O’ 0 ‘S’ (toxinas)
producen una gran zona de hemodlisis completa de células sanguineas rojas
por lo que se conocen como estreptococos B- hemoliticos; por otra parte
muchos estreptococos que no producen hemodlisis, originan una zona verde o

café alrededor de sus colonias, la cual se debe no a hemolisis verdadera sino a



decoloracion y pérdida de potasio de las células rojas; estos pertenecen a los
estreptococos alfa- hemoliticos. ©®

Los estreptococos son también clasificados en grupos inmunolégicos con base
a la presencia de antigenos carbohidratos especificos. Estos grupos antigenos
(o grupos Lancefield) son designados por letras; actualmente se reconocen de
A a O, los estreptococos B- hemoliticos son los mas virulentos, por lo que la
mayor parte de las infecciones para el ser humano pertenecen al grupo A
(Streptococcus pyogenes). La patogenicidad de estas bacterias se debe en
grado considerable a la produccion de sustancias toxicas solubles (toxinas).
Segun la porcion corporal afectada, varian desde infecciones locales como
abscesos de diversos tejidos como mucosas, articulaciones y serosas;
infeccion muscular o celulitis que semejan gangrena gaseosa, pProcesos
supurantes en cualquier clase de heridas, las que generalmente ocasionan
premia o septicemia. Las infecciones cutaneas piodermas, causadas por
estreptococos B-hemoliticos son comunes, particularmente en &reas tropicales

y templadas. ¥



3.3.3 Pseudomona aeruginosa

Figura N° 6 Pseudomona aeruginosa

Morfologia y fisiologia. Las células de Pseudomona aeruginosa varian
considerablemente de tamafo y proporciones, pero generalmente aparecen
como bastoncitos delgados, pequefios, de 1.5 a 3 um de largo y 0.5um de
ancho frecuentemente unidos a pares y en cadena corta. Son flagelos polares
anicos por que la bacteria tiene movimientos muy activos, no forma cépsulas ni
esporas. Las colonias son grandes y diseminadas, de bordes irregulares y
consistencia grasosa.

Pseudomona aeruginosa se desarrolla facilmente en todos los medios de
cultivo ordinarios, mas rapidamente a temperatura de 30 a 37°C, requiere
condiciones aerobias.

Su capacidad fermentativa es limitada; produce acido a partir de glucosa, pero
no ataca otros carbohidratos. En leche tornasolada produce reaccién alcalina;
forma un coagulo blando, seguido de peptonizacion rapida y reduccion del
indicador.

Una de las caracteristicas mas especiales de Pseudomona aeruginosa es la

produccion de pigmento soluble, verde azulado que no tifie las colonias u otras



masas en desarrollo, sino que se difunde en el medio. Algunas cepas tienen
actividad hemolitica. Entre los pigmentos producidos por Pseudomona
aeruginosa estan la piocianina, una sustancia azulosa soluble en agua y en
cloroformo, que posee cierta actividad antimicrobiana, y la fluoresceina una
sustancia verdosa, fluorescente, hidrosoluble, insoluble en cloroformo.

En el ser humano la bacteria se encuentra implicada en una amplia
variedad de afecciones supurativas y de otra naturaleza. Se encuentra en
cultivo puro de abscesos de diferentes partes del cuerpo, especialmente
el oido medio.

También ocurre en caso de endocarditis, neumonia y meningitis, aun
que raros, yenlos cuales la Pseudomona aeruginosa parece ser el
anico microorganismo causal.

Pueden producirse infecciones después de cirugia y tiene importancia
especial en infeccion de quemaduras, donde tales infecciones son la
causa mas frecuente de muerte. Las infecciones por Pseudomona son
dificles de tratar, por la resistencia de los microorganismos a los

antibioticos.®®



3.4 FRACCIONAMIENTO BIO-GUIADO

Es una técnica cuyo objetivo es ser una guia para el descubrimiento de nuevos
farmacos a partir de fuentes naturales. Los extractos son preparados a partir de
varios organismos (especies vegetales, organismos marinos, etc.). Estos
extractos son ensayados frente a diferentes actividades biolégicas
(antimicrobiana, citotéxica, inhibidora de enzimas, etc.). El proximo paso es el
aislamiento de los compuestos responsables de la actividad descubierta. Este
proceso es impedido por la falta de conocimientos de las propiedades quimicas
de los compuestos. El proceso de aislamiento debe por tanto ser monitoreado
por pruebas de todas las fracciones aisladas para la determinacion de la
actividad. Sélo las fracciones que den un resultado positivo a la prueba estaran
sujetas a mas pasos en la busqueda de la sustancia quimica responsable de
su actividad biologica. Este proceso es llamado FRACCIONAMIENTO BIO-
GUIADO (anexo N° 5). Como se tiene un gran numero de fracciones para ser
probadas, el método de prueba usado debe ser facil de llevar a cabo y la
cantidad de sustancia requerida para la prueba debe ser pequenia.

Cuando se comienza un fraccionamiento bio-guiado a partir de un extracto, no
se conoce ninguna de las propiedades quimicas de él o los compuestos
causantes del efecto farmacolégico demostrado en el sistema de prueba
usado. Es por tanto importante obtener alguna informacién preliminar acerca
de la polaridad, carga, peso molecular y estabilidad de los compuestos activos
a fin de disefar un proceso de aislamiento adecuado. Los métodos descritos
también pueden ser usados para adquirir los conocimientos deseados
ensayando todas las fracciones obtenidas por actividad en el sistema de

prueba farmacolégico escogido. 2



3.5 GENERALIDADES SOBRE EXUDADOS

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.

Los exudados vegetales, son mezclas naturales sélidas o semisoélidas
guimicamente complejas de origen vegetal, como los balsamos, las gomas,
las oleorresinas y las resinas. La proporcion de los compuestos puede variar
segun el clima, la época del afio y otros factores.

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 orgéanica.
La fosilizacion vuelve a las resinas extremadamente resistentes a la disolucion,
y cada uno de estos materiales son referidos usualmente como fésiles de
resinas 0 inapropiadamente en el sentido general como ambar.

Gomas, son mezclas de polisacéaridos 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, son 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 quebradizo, y es 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.®?



3.6 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 sélido.
- Desplazamiento: Efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una
fase movil, que puede ser un liquido o un gas.

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 repeticion sucesiva de las operaciones elementales de deteccién vy
desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico da lugar a la separacion
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 elucion. 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 meétodo de purificacion (cromatografia

preparativa).



Tipos de cromatografia:

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

fase moévil (liquida o gaseosa), se pueden distinguir distintos tipos de

cromatografia:

- Cromatografia solido-liquido. La fase estacionaria es un soélido y la movil
un liquido.

- Cromatografia liquido-liquido. La fase estacionaria es un liquido anclado
a un soporte solido y la fase movil es un liquido.

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

- Cromatografia solido-gas. La fase estacionaria es un solido y la mavil un
gas.

Por otra parte, en funcion al tipo de interaccidn que se establezca entre los

componentes de la mezcla y las fases mévil y estacionaria, se puede hablar de:

- Cromatografia de adsorcion. La fase estacionaria es un soélido polar capaz
de adsorber a 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 idnico. La fase estacionaria es un sélido que

lleva anclado grupos funcionales fijos ionizables, cuya carga esta



contrabalanceada por iones moviles que se pueden intercambiar por

aguellos 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.

3.6.1 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

La fase estacionaria (adsorbente) se encuentra depositada, formando una capa
fina de espesor uniforme (0.1-0.2 mm), sobre una placa de vidrio, plastico, o
una lamina metélica. La mezcla a analizar se deposita a una pequefia distancia
del borde inferior de la placa y se introduce en una camara cromatografica que
contiene la fase movil (eluyente), la cual asciende a lo largo de la placa por
capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes
velocidades, lo que provoca su separacion. Cuando el frente del disolvente se
encuentra proximo al extremo superior de la placa, esta se saca de la camara

cromatografica, se deja secar y se procede a la visualizacion de las manchas.



- Determinacion del Rt ( Coeficiente de particion):

La relacion entre las distancias recorridas por un compuesto dado y por el
disolvente, desde el origen del cromatograma, se conoce como R; (abreviatura
de rate factor), y tiene un valor constante para cada compuesto en unas
condiciones cromatogréficas determinadas (adsorbente, disolvente, tamafio de
camara cromatogréfica, temperatura, etc.).

Debido a que es practicamente imposible reproducir dichas condiciones
experimentales, la comparacion de una muestra con otra se debe realizar
eluyendo ambas en la misma placa.

Para calcular el R; se aplica la siguiente formula:

distancia recorrida por el compuesto
distancia recorrida por el disolvente

Rf:

La distancia recorrida por el compuesto se mide desde el centro de la mancha.
Si ésta es excesivamente grande (diametro mayor de 4.0 mm) se obtendra un
valor erréneo del R

Cuanto mas polar es un compuesto, mas retenido queda en el adsorbente y
menor serd el R, Por el contrario, los pocos polares se desplazan a mayor
distancia del origen. La polaridad del disolvente también influye en el valor del
Rt Asi, para un mismo compuesto, un incremento en la polaridad del disolvente

aumentara su desplazamiento en la placa y, por tanto, su Ry



- Eleccion del Eluyente:

Se recomienda elegir un disolvente en el que los componentes de la mezcla
presente un R; medio en torno a 0.3 — 0.5. La busqueda del eluyente idéneo
requiere probar con varios disolventes de diferente polaridad o con mezclas.
Cuando un componente eluye a un R inferior a 0.2 o superior a 0.7 puede
ocurrir que lo que parece un compuesto Unico sea en realidad una mezcla de
varios. En estos casos se debe cambiar a otro disolvente mas o menos polar.
Para compuestos poco polares, que se desplazan del origen con mucha
facilidad, se debe utilizar un disolvente apolar como el n-hexano. En el caso de
compuestos con polaridad media, se aconseja utilizar mezclas de n-
hexano-acetato de etilo en distintas proporciones. Los productos mas polares,
gue quedan muy retenidos al adsorbente, requieren un disolvente mas polar
como el metanol o las mezclas diclorometano-metanol en distintas

proporciones.

- Visualizacion del cromatograma:

La mayor parte de las placas de cromatografia llevan un indicador fluorescente
gue permite la visualizacién de los compuestos activos a la luz ultravioleta (254
nm). El indicador absorbe luz UV y emite luz visible, generalmente verde. La
presencia de un compuesto activo en el ultravioleta evita que el indicador
absorba luz en la zona en la que se encuentra el producto, y el resultado se
traduce en la visualizacion de una mancha en la placa que indica la presencia

de un compuesto.



En el caso de compuestos que no absorban la luz ultravioleta, la visualizacion
del cromatograma requiere utilizar un agente revelador.

El revelador tiene que reaccionar con los productos adsorbidos proporcionando
compuestos coloreados. Por tanto, el revelador a utilizar depende del tipo de

compuesto que se pretenda utilizar.

- Método Experimental:

Las placas de cromatografia generalmente se comercializan como laminas
(20x20 cm) que hay que cortar al tamafio adecuado, preferiblemente con
cuchilla o con tijeras que no mellen el borde del corte. Normalmente se utilizan
placas de 6.0-7.0 cm de altura, y el ancho de 1.5 a 30 cm, depende del nUmero
de compuestos que se vayan a analizar. El tamafio de la placa también esta en
funcién de la cAmara cromatografica en la que se va a realizar la elucion.

Para llevar a cabo una cromatografia en capa fina, seguir el procedimiento que
se indica a continuacion:

En la superficie del adsorbente (fase estacionaria), sefialar con un lapiz tantos
puntos como muestras se vayan a aplicar, dejando espacio suficiente entre
ellas. Estos deben estar a la misma altura desde la base de la placa (1.0 cm
aproximadamente), por lo que resulta util trazar una linea recta antes de

sefalar los puntos. Marcar con suavidad, sin levantar el adsorbente.



Figura N° 7 Placa fina (condiciones, dimensiones, etc.).

- Disolver la muestra a analizar en un disolvente. La disolucién no debe estar ni
muy diluida ni muy concentrada. En este ultimo caso, la mancha del compuesto
seria muy grande, con poca resolucion, y podria interferir con la de otros
compuestos contiguos. Se estima que una disolucién al 1-5% es la cantidad
idonea. Siempre que sea posible, se recomienda disolver la muestra en
disolventes volatiles como diclorometano, metanol o acetona.

- Utilizando un capilar de vidrio, depositar una alicuota de la disolucion en el
punto previamente sefialado del adsorbente. Para ello, apoyar ligeramente el
capilar con la disolucion sobre el adsorbente, dejar evaporar el disolvente, y
repetir esta operacion 2-3 veces con la precaucion de aplicar la muestra
siempre en el mismo sitio. El diametro de la mancha depositada en el origen
debe ser lo mas pequefio posible (2-3 mm) y nunca debe solapar con las
manchas contiguas. Una vez utilizado el capilar se puede desechar o limpiar,
introduciéndolo varias veces en un vial con acetona y secandolo con papel

absorbente.



Figura N° 8 Inyeccién de la muestra.

- Cortar un trozo de papel de filtro e introducirlo en la camara cromatogréfica.
Afadir el disolvente. La mision del papel filtro es absorber el disolvente y
saturar el interior de la camara con los vapores de éste para evitar que la fase
movil se evapore de la superficie de la placa.

El nivel del disolvente debe quedar por debajo de la linea en la que se ha
depositado la muestra, de manera que no toque la mancha del compuesto
aplicado. Si el origen de la placa quedase cubierto por el disolvente, éste
disolveria el compuesto en lugar de eluirlo.

- Introducir la placa en posicién vertical en la camara cromatogréafica, que
durante la eluciébn debe permanecer tapada, para evitar la evaporacion del
disolvente, y sin moverse. Apoyar la placa contra la pared de la camara, de
manera que quede vertical 6 ligeramente inclinada. No utilizar camaras

cromatograficas anchas en las que la placa se pueda caer.



Figura N° 10 Elucion de la placa

- El disolvente ascendera por capilaridad. Cuando el frente llegue a poca
distancia del borde superior de la placa, abrir la camara, sacar la placa y
sefalar con un lapiz la distancia recorrida por el disolvente antes de que éste
se evapore, con el objeto de poder realizar el calculo del Ry,

- Dejar evaporar el disolvente.

- Si el compuesto es activo a la luz ultravioleta, visualizar la placa en una
lampara UV. Marcar con un lapiz el contorno de las manchas observadas. En

caso contrario, utilizar un agente revelador. Para ello, se humedece la placa



(durante un segundo) o se rocia (utilizando un pulverizador) con un revelador,
se secan los bordes con un papel absorbente, y se calienta a 100-150 °C en
placa eléctrica o con pistolada de aire caliente. A medida que se va calentando,
se observa en la placa la aparicion de manchas coloreadas correspondiente a
los compuestos revelados. Para la utilizacion de reveladores se requiere el uso

de placas de vidrio o aluminio.

Figura N° 11 Revelacion de las placas.

-Determinar el R; y anotar el disolvente que se ha utilizado.

Frente del
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Figura N° 12 Esquema del calculo del Ry



3.7 METODO DE DIFUSION EN PLACA

Probablemente la técnica de ensayo mas ampliamente utilizada, aunque no
nesesariamente 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. Cuanto mas lejos del disco difunde mas baja es su
concentracion. Si el quimioterapico es eficaz se forma un halo de inhibicién que
rodea al disco y puede medirse el diametro de ese halo. Como el tamafio del
halo de inhibicibn se ve afectado por la velocidad de difusion del
guimioterapéutico 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, econémico y

tiene un valor considerable en la practica médica. ©¢”



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO



4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio:

Retrospectivo, Prospectivo y Experimental, debido a que dicha investigacion se
basa en estudios realizados anteriormente y a la vez que propone una nueva
alternativa mediante datos obtenidos experimentalmente, ademas es
Hipotético-Deductivo ya que a partir de la informacion retomada de las
referencias bibliogréficas, permite formular la siguiente hipoétesis: El extracto
diclorometanico de la oleorresina de Eucalyptus citriodora posee actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y

Streptococcus pyogenes.

La investigacion del presente estudio se divide en tres etapas:

4.2 Investigacion Bibliogréfica:

- Se realizaron consultas de libros, trabajos de graduacion, manuales, etc. en la
biblioteca de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador.

- Revistas cientificas (Australian Journal of Chemistry, Journal of the Chinese
Chemical Society, Journal of Bioscience, etc.)

- Scifinder scholar (base de datos mundial)

- Internet



4.3 Metodologia de campo

El universo de trabajo son todas las especies vegetales del Campus
Universitario. EI muestreo de la goma-resina del Eucalyptus citriodora se
realizo al azar, en la zona del parqueo de la Facultad de Quimica y Farmacia y
la Facultad de Ciencias Agrondmicas durante la época seca. La muestra se
recolect6 en frascos de vidrio color ambar con tapadera de metal y se

almaceno en un lugar fresco y seco.

4.4 Metodologia de Laboratorio

4.4.1 CARACTERIZACION ORGANOLEPTICA
Se determinaron las caracteristicas organolépticas de la goma-resina: color,

olor y consistencia.

4.4.2 PARTE FITOQUIMICA

4.4.2.1 Obtencion del extracto diclorometanico de la goma-resina del

Eucalyptus citriodora.

La muestra de la goma-resina seca o cristalizada se pulverizé en un mortero,
luego se peso6 la muestra, y se realizé la extraccion con etanol al 95% en un
Soxhlet (Figura N° 23). La muestra se sometio a numerosas extracciones, el
color tenue en el dedal indica que la muestra se encuentra ya agotada. Se

concentra el extracto etandlico a sequedad usando el rota evaporador (Figura



N° 24), obteniendo el extracto madre y se realizé posteriormente la separacion
liquido-liquido agua/diclorometano, obteniendo asi el extracto diclorometanico.
Se realizaron las diluciones con las cuales se trabajo. Para esto se prepararon
seis diluciones de diferentes concentraciones (10%, 7.5%, 5%, 2.5%, 1%,

0.5%), con el fin de comprobar si estas poseen actividad antimicrobiana.

4.4.2.2 Pruebas fitoquimicas preliminares.

Se realiz6 la identificaciéon por medio de cromatografia de capa fina de los
siguientes metabolitos secundarios:

- Saponinas.

- Flavonoides.

- Antraquinonas.

- Sesquiterpenlactonas.

- Taninos.

- Cardiotonicos.

- Alcaloides.

4.4.3 Cromatografia de capa fina (CCF)

PROCEDIMIENTO :

En placas cromatograficas de silica gel de 6.0 cm de largo por 3.0 cm de ancho
se inyecta con un capilar el extracto diclorometanico de la goma-resina de
Eucalyptus citriodora. Luego de inyectar se colocaron las placas en camaras
cromatograficas previamente saturadas con la fase movil seleccionada, se

desarrolla el cromatograma, las placas se sustraen de la camara y se secan, se



observan a la luz U.V. y posteriormente se rocian con reactivos reveladores
para los productos especificos (Anexo N° 26) y se determina el Ry de cada

mancha.

4.4.4 ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

4.4.4.1 Pruebas de identificacion microbioldgicas.

A los microorganismos de ensayo se les realizaron tres clases de pruebas:

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

utilizaron los siguientes:

Cuadro N ° 2 Caracteristicas macroscopicas (Anexo N° 9)

MICROORGANISMOS MEDIO DE CULTIVO

Staphylococcus aureus Agar Chapman
Agar Bair Parker

Pseudomona aeruginosa Agar Cetrimide

Estreptococcus pyogenes Agar Sangre




- Caracteristicas microscopicas. (Anexos N° 11y 12)
Utilizando el método de coloracion de Gram, para observar la morfologia de los

microorganismos a ensayar.

- Resultados de pruebas de identificacion. (Anexos N° 14, 16 y 20)

Para identificacion y diferenciacion de las bacterias utilizadas en estudio se

realizaron las siguientes pruebas:

Cuadro N° 3. Pruebas de identificacion microbioldgica (Anexos N° 15, 17

y 21).
MICROORGANISMO PRUEBA DE IDENTIFICACION
Staphylococcus aureus Catalasa, Coagulasa

Pruebas bioquimicas: Agar triple azucar y
Pseudomonas aeruginosa hierro(TSI), Citrato, Indol; Rojo de Metilo;
Movilidad; Voges-Proskauer

Estreptococcus pyogenes Discos de Bacitracina

Para conservar las cepas, se hicieron resiembras semanales en placas
conteniendo Tripticasa soya agar (TSA), a excepcion del Estreptococcus
pyogenes, que se resembrd en Agar Sangre, y se mantuvo en refrigeracion a

5°C.



4.4.4.2 Determinacion del potencial de inhibicién

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). Este ultimo

método es el que se utilizo para el desarrollo del presente estudio.

Método Cilindro Placa

(Método de Kirby Bauer Modificado)

El fundamento de este método es la difusion de la sustancia, colocada en un
cilindro vertical sobre una capa de agar (Miller-Hinton) solidificado, que
contiene en la superficie el microorganismo de prueba, de tal manera, que si es

susceptible, se formara un halo de inhibicién alrededor del cilindro ¢”

- Preparacion de la suspension de microorganismos

Del cultivo de Pseudomona mantenido en la placa de agar TSA: se transfiere
cierto numero de colonias a un tubo de ensayo utilizando un asa bacterioldgica.
El tubo contiene 10 ml de solucion salina isotonica esteéril 0.85%.

Este procedimiento sé repitido hasta que se obtuvo una turbidez equivalente al
estandar Mc Farland de 0.5%, el cual se prepara asi 0.05ml de BaCl;, al 1% +

9.95 ml de H,SO4 al 1% Obteniéndose una densidad celular aproximada de



1.5 x10 8 MO/ml. De igual manera se realiz6 para Staphylococcus aureus y

Estreptococcus pyogenes.

-Inoculacién 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 inoculd
uniformemente la superficie del medio Agar Muller Hinton para Pseudomona
aeruginosa, y Staphylococcus aureus. Para el Estreptococcus pyogenes
el medio Agar Muller Hinton se modifica afiadiéndole 7% de sangre, con la
finalidad de cubrir los requerimientos de dichas bacterias.

El medio se deja secar con la suspension de microorganismos durante 10

minutos a temperatura ambiente. En condiciones estériles.

-Inoculacién con la solucion de prueba.

Se colocaron sobre la superficie del medio inoculado cuatro 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 37°C por 24 y 48 horas.
Los didmetros de inhibicion: se miden con una regla milimetrada transparente
especial, usada en la lectura de resultados de antibiogramas. Las pruebas se
hicieron tres veces, tanto para el extracto madre, como para las diluciones: se
colocaron discos de Gentamicina para Pseudomona aeruginosa, de
Ampicilina, para Estreptococcus pyogenes Yy Penicilina para
Staphylococcus aureus, los cuales sirvieron como parametro para comparar

la eficacia del extracto diclorometanico. Ademas de los parametros antes



mencionados; se agregaron otros que contenian en los cilindros Unicamente
alcohol, en presencia del microorganismo inoculado en las placas como blanco.
Ver procedimiento y esquema del Método de Kirby Bauer Modificado (Anexo
N° 23).

Como parametros de referencia de los halos de inhibicion, se utilizaron
normatizaciones interpretativas de los diametros de las zonas, basados en el

método de Kirby Bauer Modificado (Anexo N° 24).



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS



5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Caracterizacion organoléptica del extracto diclorometanico de la goma-

resina de Eucalyptus citriodora.

La goma-resina de Eucalyptus citriodora sin haber recibido tratamiento

alguno posee una consistencia pastosa 6 quebradiza al haber estado expuesta

a la luz solar, un color rojizo y se obtiene del tronco del arbol de eucalipto

especialmente durante la época de verano.

Al extracto diclorometanico de la goma-resina obtenido por medio de la

particion liquido-liquido agua/diclorometano, se le determinaron

caracteristicas organolépticas como son: color, olor y consistencia.

Cuadro N° 4 Caracteristicas organolépticas del extracto diclorometanico

de la oleorresina del Eucalyptus citriodora (Anexo N° 3)

CARACTERISTICAS

EXTRACTO DICLOROMETANICO

Color Amarrillo
Olor Agradable
Consistencia Solido

las



5.2 Resultados

del Andlisis

Fitoquimico

realizado por

medio de

Cromatografia de Capa Fina en el Extracto diclorometanico de la goma-

resina del Eucalyptus citriodora (Eucalipto).

Cuadro N° 5 Fase Cloroformo-Eter etilico (1:1). (Anexo N° 7)

Reactivo Sustancia Numero de Rt Observacion
revelador detectada Manchas
(componentes)
M. =0.66 Manchas
Vainillina- . M, = 0.55 | Fluorescentes
Acido Re_actlvo 6 M3z =0.46 | Alaluz UV-
Sulfarico Universal M4 = 0.36 365nm_ p
Ms = 0.26 coloracion
Ms = 0.15 | Optima al Vis.
M7z=10.61 Colores
. . Mg = 0.43 | violeta, azul,
Anisaldehido- My =0.37 | Rojo, gris, 0
Acido Terpenos 6 _
Sulfarico My = 0.27 | verde a la luz
M1;=0.21 | UV-365nm
M12: 0.16
Mi3= 0.65 Manchas
Mi4= 0.56 | fluorescentes
llg\l(i)er;aotobggico Flavonoides 5 Mis=0.48 | alaluz UV-
Mqg= 0.30 365 nm
M17: 0.16
Fenoles (azul,
verde), _ Colores
Cloruro de Acido)s 2 Mlg: 0.53 azules, verdes
Hierro lli . A Mio= 0.43 - ;
Hidroxicinamicos o rojos al Vis
(roja)
Moo= 0.75 | Coloraciones
Borntréger Antrona(amarilla) 4 M,,= 0.64 | azul, amarillo
Antraquinona(roja) M2,= 0.51 | o roja al Vis o
M>3=0.38 UV-365 nm
Mo4= 0.65 Manchas
Mos= 0.60 | variadas de
Liebermann- Esteroles, 6 Moe= 0.54 coloracion
Burchard Triterpenos Mo7= 0.47 | 6ptima al Vis
Mzgz 0.39
Mzgz 0.16
Vapores de _ M3zo= 0.38 | Manchas de
Amoniaco Flavonoides 3 M3;= 0.23 bla}nco a
M3,= 0.16 | amarillo al Vis

M : mancha 1; M, : mancha 3; M3 : mancha 5 y asi sucesivamente.




La cromatografia de capa fina se hace con el objetivo de comprobar la
presencia de los diversos metabolitos secundarios y evitar resultados falsos
positivos, que se podrian dar si se llevaran a cabo en tubo de ensayo, debido al

color amarillo del extracto.

El andlisis de cromatografia de capa fina muestra como resultados la presencia
de: Antraquinonas, Compuestos fendlicos y acidos hidroxicinamicos, Terpenos,
Flavonoides y  Esteroles. Puesto que las manchas 6 componentes
encontrados por este método corresponden a este tipo de sustancia.

También se realizo el método de la espuma, obteniendo resultados negativos
puesto que no se observd la formacion de espuma, por lo que podemos
asegurar que el extracto diclorometanico de la goma-resina del Eucalyptus
citriodora no posee saponinas, de la misma manera se llevé a cabo la prueba

de Legal que también dio resultado negativo comprobando la ausencia de

sesquiterpenlactonas.



5.3 PRUEBAS FITOQUIMICAS REALIZADAS A LA CAPA ACUOSA

Con respecto a la capa acuosa que se obtuvo por medio de la particion liquido-
liquido agua/diclorometano, se le realizaron pruebas para azucares con el fin
de comprobar la presencia de carbohidratos en esta. Las pruebas realizadas
fueron Fehling y Tollen's, observando en ambos resultados positivos, para
Fehling un precipitado rojo-ladrillo de O6xido cuproso y para Tollen's un
precipitado color plateado, por lo que podemos asegurar que la capa acuosa

de dicho extracto posee carbohidratos (Anexo N° 8).



5.4 Determinacion del rendimiento del extracto diclorometanico de la goma-

resina del Eucalyptus citriodora.

Se realizaron dos extracciones con etanol al 95% a partir de la goma-resina del
Eucalyptus citriodora.

Cantidad de muestra = 1,996.65 gramos

Cantidad de extracto etandlico obtenido = 1,017.24 gramos

Porcentaje de rendimiento =

1,99665g 100 %
1,017.24g ———— X
X = 50.95 %

De igual manera se realizaron tres particiones liquido-liquido
agua/diclorometano a partir del extracto etandlico obtenido.

Cantidad de extracto etandlico = 1,017.24 gramos.

Cantidad de extracto diclorometénico obtenido = 83.73 gramos

Porcentaje de rendimiento =

1,017.24g 100 %
83.73g —— X

X=8.23%



- RESULTADOS:

Para la obtencion del extracto etandlico se realizaron dos extracciones con tres
equipos soxhlet, debido a la gran cantidad de muestra recolectada y la poca
capacidad de los equipos proporcionados. El porcentaje de rendimiento
practico obtenido fue del 50.95%, esto pudo deberse a que la muestra posee
la caracteristica de que es muy dificil de extraer puesto que posee una gran
variedad de metabolitos secundarios de manera que aunque se realizara la
extraccion por mas de tres dias con la misma muestra esta seguia coloreada o
sea que no se habia agotado.

En cuanto a la obtencion del extracto diclorometanico, se realizaron tres
particiones, y en este caso se obtuvo un porcentaje de rendimiento de (8.23
%), debido a que hay mas sustancias polares presentes en la goma-resina del
Eucalyptus citriodora que se van para la capa acuosa, y asi al realizar la
separacion por medio de la ampolla de separacion se realiza una mayor
purificacion del extracto obteniendo asi soOlo los metabolitos secundarios

deseados.



5.5 Preparacion de la dilucion del extracto madre a partir del extracto

diclorometanico de la goma-resina del Eucalyptus citriodora.

La preparacion de la dilucién del extracto madre se realiz6 basandonos en el
articulo de Orddnez y col. ("Actividad antimicrobiana del aceite esencial y
crema de Cymbopogon citratus (DC)". Revista Cubana Plant Med 9(2),2004).
En este se estipula que la actividad antimicrobiana se evalué en un rango de
concentraciones entre 0.04 y 10 mg/mL, por lo que se decidid experimentar
con una concentracion de 100 mg/mL (10%) para la realizacion de la
preparacion de la dilucién del extracto madre, a partir de la cual se procede a
realizar las siguientes diluciones: 7.5%, 5%, 2.5%, 1%, 0.5%, por medio de la

formula C1V1 =CyVs.

PROCEDIMIENTO
CALCULOS
EXTRACTO AL 7.5%

DATOS: Ci1= 10%

Vi= X

Co,= 7.5%

V, =50 mL
CiVi= GV,

CyV,

l:



_(7.5%) (50 mL)
T 10%

1

= 37.5 mL de extracto madre

La preparacion de la dilucion del extracto madre para una concentracion al

10% se realiza de la siguiente manera: Se pesan en una balanza analitica

exactamente 10 g de extracto y se diluyen en etanol al 90.6 % hasta llevar a

volumen en un balén volumétrico de 100 mL, luego se homogeniza la solucién

y para el resto de las diluciones que se elaboraron, se utilizaron pipetas morh,

se adiciond la cantidad adecuada de extracto madre en un baldn volumétrico

de 50 mL, que se afor6 con alcohol etilico al 90.6%. Luego se homogeniza la

solucion y asi sucesivamente para cada una de las diluciones.

CUADRO N° 6 Volumen del

concentracion de trabajo.

extracto madre necesario para llevar a

CONCENTRACION|CONCENTRACION| VOLUMEN VOLUMEN DE
FINAL (Cy) DEL EXTRACTO | FINAL (V) EXTRACTO
MADRE (C,) MADRE PARA
LLEVARA
CONCENTRACION
FINAL (V1)
EXTRACTO AL .
5% 10 % 50 mL 37.5mL
EXTRACTO AL 10 % 50 mL 25 mL
5 %
EXTRACTO AL .
hpas 10 % 50 mL 12.5 mL
EXTRACTO AL 10 % 50 mL 5 mL
1%
EXTRACTO AL 10 % 50 mL 2.5 mL

0.5%




5.6 Resultados de la evaluacion microbiolégica (comprobacion de la
actividad antimicrobiana).
5.6.1 Pruebas de identificacion de Staphylococcus aureus, Pseudomona

aeruginosay Estreptococcus pyogenes.

Cuadro N° 7 Pruebas de identificacion del Staphylococcus aureus.

(Anexos N° 10, 13y 15)

PRUEBA RESULTADO

Coloracion al Gram: microorganismos
Gram positivos. Se observan bacterias en
forma de cocos, unidos en paresy en
racimos, color azul.

Prueba positiva (+)

Caracteristicas microscopicas

En medio selectivo de agar Chapman se
observan colonias de color amarillo
dorado.

En el medio agar Bair-Parker se observan
colonias de color negro, lustroso redondo
de borde convexo.

Prueba positiva (+)

Caracteristicas macroscopicas

Catalasa: al colocar H,O, se produce una
efervescencia rapida.

Prueba positiva (+)
Coagulasa: se observa una coagulacion
total del plasma.

Prueba positiva (+)

Identificacion y diferenciacion




- Resultados de las pruebas de identificacion de las cepas.

- Identificacion de Staphylococcus aureus.

Morfologia Macroscoépica: La bacteria después de sembrarse en medio
selectivo de Agar Chapman mostré colonias, de color amarillo dorado, también
se sembr6 en Agar Bair-Parker donde se observaron colonias de color negro,
lustrosas, redondas y de bordes convexos.

Morfologia Microscopica: Al realizar una preparacion de la coloracion al Gram
de la bacteria, en el microscopio se observan bacterias en forma de cocos
unidos en pares y en racimos, de color azul oscuro, lo que indica que es Gram
positivo.

Pruebas de identificacion y diferenciacion: Las pruebas de la Catalasa y la
Coagulasa resultaron positivas, asegurando asi la identificacion del

Staphylococcus aureus.



Cuadro N° 8 Morfologia microscopica y macroscopica de la Pseudomona

aeruginosa. (Anexos N° 10y 13)

PRUEBA

RESULTADO

Caracteristicas microscopicas

Coloracion al Gram: Microorganismo
Gram negativo, se observan
bacterias en forma de bacilos
pequefios, unidos en pares 'y
cadenas cortas, color rosado.
Prueba positiva (+)

Caracteristicas macroscopicas

En medio selectivo agar Cetrimide,
se observan colonias grandes,
diseminadas con pigmento verde
azulado. Prueba positiva (+)

Cuadro N° 9 Prueba de identificaciéon y diferenciacion de Pseudomona

aeruginosa. (Anexos N° 17 y 18)

PRUEBAS BIOQUIMICAS RESULTADO
TSI K/K
Citrato -
Indol -
Rojo de metilo +
Voges Proskauer -
Movilidad +

K /K = Pico de flauta alcalina / Profundidad alcalina (Anexo N°18)

(+) = Positivo

(-) = Negativo




- Identificacion de Pseudomona aeruginosa.

Morfologia macroscépica: La bacteria luego de sembrarse en medio selectivo
de Agar Cetrimide, mostr6 colonias grandes diseminadas de bordes irregulares
y con formacioén de pigmento verde-azulado (Piocianina).

Morfologia microscopica: Al realizar la preparacion de la coloracion al Gram de
la bacteria, en el microscopio se observan bacterias en forma de bacilos
pequefios, unidos en pares y cadenas cortas, de color rosa, lo que indica que
es Gram negativo.

En las pruebas de identificacién y diferenciacion, se realizaron las pruebas
bioquimicas donde las pruebas de TSI dio como resultado K/K bisel alcalino y
fondo alcalino; las pruebas de movilidad y rojo de metilo dieron positivas, por lo
cual se confirma que la bacteria analizada se encuentra en Optimas

condiciones y sin contaminacion de otro microorganismo.



Cuadro N° 10 Pruebas de identificacion del Estreptococcus pyogenes.

(Anexos N° 10, 13y 20)

PRUEBA

RESULTADO

Caracteristicas microscopicas

Coloracion al Gram: Microorganismo
Gram positivo, se observan bacterias
en forma de cocos, unidos en
cadenas cortas, color azul.
Prueba positiva (+)

Caracteristicas macroscopicas

En medio Agar Sangre, se observan
colonias pequefas, de color gris,
rodeada de una zona de hemdlisis.
Prueba positiva (+)

Identificacion y diferenciacion

En una placa de Agar Sangre, se
colocan disco de Bacitracina, el cual
presenta zona de inhibicion alrededor

de éste.
Prueba positiva (+)

- Identificacion de Estreptococcus pyogenes.

Morfologia microscopica: La bacteria después de sembrarse en medio selectivo

de Agar Sangre, mostrd colonias pequefias, de color gris rodeado de una zona

de hemolisis.

Morfologia microscopica: Al realizar una preparacion de la coloracion al Gram
de la bacteria, en el microscopio se observan bacterias en forma de cocos,

unidos en cadenas cortas, de color azul oscuro, lo que indica que es Gram

positivo.

Prueba de identificacion y diferenciacion: Se realiz6 la prueba de disco de

Bacitracina, el cual se considera positiva ya que hay un halo de inhibicion

alrededor de éste, lo que confirma la identificacion de la bacteria.




RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL POTENCIAL DE INHIBICION.

Cuadro N ° 11 Resultados de la evaluacion microbiolégica, de las diferentes

concentraciones del extracto de la goma-resina por el método

de Kirby Bauer Modificado para el Staphylococcus aureus.

CONCENTRACION DE EXTRACTO
% VIV

RESULTADOS
LECTURA DE PLACAS

EXTRACTO AL 10 %

Formacion de halo entre 35 a 38 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 7.5%

Formacion de halo entre 34 a 35 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 5.0 %

Formacioén de halo entre 32 a 35 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 2.5%

Formacién de halos de 32 mm de
diametro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 1.0%

Formacioén de halo entre 30 a 32 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 0.5%

Formacion de halo de 30 mm de
diametro MO Susceptible.

BLANCO: ETANOL AL 90.6 %

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

PATRON: YODO AL 2 %

Formacion de halos inmedibles.
No hay crecimiento en toda la placa
MO susceptible.

PATRON: DISCO DE ANTIBIOTICO
DE PENICILINA 10 Unidades

Formacién de halos de 48 mm de
diametro MO Susceptible.

PLACA CONTROL POSITIVO

Crecimiento total en toda la placa.

PLACA CONTROL NEGATIVO

No hay crecimiento en la placa.

MO: Microorganismo

SUSCEPTIBLE: formacién de halo de inhibicion alrededor del cilindro.

RESISTENTE: No hay formacion de halo de inhibicion alrededor del cilindro.




- Resultados de la evaluacion microbiolégica, del extracto de la goma-resina
del Eucalyptus citriodora (Eucalipto), por el método de Kirby Bauer
Modificado con Staphylococcus aureus.

Segun el cuadro de resultados se considera la bacteria susceptible al extracto
diclorometanico concentrado (10%) y sus diluciones (7.5%, 5%, 2.5%, 1% y
0.5%), ya que hay formacion de halos con medidas considerables de inhibicion.
Para confirmar el efecto antimicrobiano del extracto diclorometanico y sus
diluciones se determiné que este se debié a la goma-resina y no al alcohol
etilico al 90.6%, ya que se llevd un blanco de éste ultimo, presentando
crecimiento abundante en toda la placa sin zona de inhibicion, por lo que el
Staphylococcus aureus, es resistente al alcohol etilico.

A manera de comparacion entre la goma-resina y sustancias de conocida
actividad antimicrobiana, se llevaron como patrones: solucién de yodo al 2% y
un disco de antibiotico (penicilina), en cuyas placas hubo formacion de halos de
inhibicion, haciendo notar la actividad antimicrobiana del yodo y de la
penicilina, en comparacion con el extracto madre y sus diluciones.

También se llevaron placas de control de crecimiento positivo y negativo, en la
primera se observo un crecimiento uniforme y abundante en toda la placa y en
el segundo no, lo que indica que no hay contaminacion por parte de bacterias
extranas.

Los halos de inhibicion observados oscilan entre los 30 a 38 mm de diametro.



Figura N° 13 Resultado del método de Kirby Bauer Modificado en
Staphylococcus aureus, concentracion del 7.5 %.

10 % 7.5% 5%

2.5% 1% 0.5%

Figura N° 14 Resultados del método de Kirby Bauer Modificado en
Staphylococcus aureus




Penicilina Alcohol

Yodo Control Negativo

Control Positivo

Figura N° 14 Continuacion Resultados del método de Kirby Bauer
Modificado en Staphylococcus aureus.




RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL POTENCIAL DE INHIBICION.

Cuadro N° 12 Resultados de la evaluacion microbiolégica, de las diferentes

concentraciones del extracto de la goma-resina por el método

de Kirby Bauer Modificado para el Pseudomona aeruginosa.

CONCENTRACION DE EXTRACTO
% VIV

RESULTADOS
LECTURA DE PLACAS

EXTRACTO AL 10 %

Formacion de halo entre 30 a 32 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 7.5%

Formacion de halo entre 29 a 30 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 5.0 %

Formacioén de halo entre 26 a 28 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 25 %

Formacioén de halos de 25 mm de
diametro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 1.0%

Formacioén de halo entre 20 a 22 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 0.5%

Formacién de halos de 20 mm de
diametro MO Susceptible.

BLANCO: ETANOL AL 90.6 %

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

PATRON: YODO AL 2 %

Formacion de halo entre 35 a 38 mm
de didmetro MO Susceptible.

PATRON: DISCO DE ANTIBIOTICO
DE GENTAMICINA 10 Unidades

Formacion de halos de 16 mm de
diametro MO Susceptible.

PLACA CONTROL POSITIVO

Crecimiento total en toda la placa.

PLACA CONTROL NEGATIVO

No hay crecimiento en la placa.

MO: Microorganismo

SUSCEPTIBLE: formaciéon de halo de inhibicion alrededor del cilindro.

RESISTENTE: No hay formacién de halo de inhibicion alrededor del cilindro.




- Resultados de la evaluacion microbiolégica, del extracto de la goma-resina
del Eucalyptus citriodora (Eucalipto), por el método de Kirby Bauer
Modificado con Pseudomona aeruginosa.

Segun el cuadro de resultados se considera la bacteria susceptible al extracto
diclorometanico concentrado (10%) y sus diluciones preparadas de 7.5%, 5%,
2.5%, 1% y 0.5% ya que se observa la formacion de halos definidos con el
tamafo requerido (215 mm), para afirmar que la bacteria es sensible a estas
concentraciones.

Para confirmar el efecto antimicrobiano del extracto diclorometanico y sus
diluciones se determina que este se debié a la goma-resina y no al alcohol
etilico al 90.6%, ya que se llevd un blanco de éste ultimo, presentando
crecimiento abundante en toda la placa sin zona de inhibicion, por lo que la
Pseudomona aeruginosa, es resistente al alcohol etilico.

A manera de comparacion entre la goma-resina y sustancias de conocida
actividad antimicrobiana, se llevaron como patrones: solucién de yodo al 2% y
un disco de antibidtico (gentamicina), en cuyas placas hubo formacion de halos
de inhibicion, haciendo notar la actividad antimicrobiana del yodo y de la
gentamicina, en comparacion con el extracto madre y sus diluciones.

También se llevaron placas de control de crecimiento positivo y negativo. En el
control positivo crece por completo la bacteria por toda la placa, no asi en el
control negativo, este sirve para asegurar que no exista ningun tipo de

contaminacion por parte de otras bacterias.



Figura N° 15 Resultados del método de Kirby Bauer Modificado en
Pseudomona aeruginosa, concentracion al 2.5%.

10% 7.5% 5%

2.5% 1% 0.5%

Figura N° 16 Resultados del método de Kirby Bauer Modificado en
Pseudomona aeruginosa.




Gentamicina Alcohol

Yodo Control positivo

Figura N ° 16 Continuacion resultados del método de Kirby Bauer
Modificado en Pseudomona aeruginosa.




RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL POTENCIAL DE INHIBICION.

Cuadro N ° 13 Resultados de la evaluacion microbiolégica, de las diferentes

concentraciones del extracto de la goma-resina por el método

de Kirby Bauer Modificado para el Streptococcus pyogenes.

CONCENTRACION DE EXTRACTO
% VIV

RESULTADOS
LECTURA DE PLACAS

EXTRACTO AL 10 %

Formacion de halo entre 22 a 25 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 7.5%

Formacion de halo entre 20 a 21 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 5.0 %

Formacioén de halo entre 20 a 21 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 25%

Formacioén de halo entre 18 a 20 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 1.0%

Formacioén de halo entre 16 a 18 mm
de didmetro MO Susceptible.

EXTRACTO AL 0.5%

Formacion de halo entre 16 a 17 mm
de didmetro MO Susceptible.

BLANCO: ETANOL AL 90.6 %

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

PATRON: YODO AL 2 %

Formacion de halo entre 38 a 40 mm
de didmetro MO Susceptible.

PATRON: DISCO DE ANTIBIOTICO
DE AMPICILINA 10 Unidades

Formacion de halos de 44 mm de
diametro MO Susceptible.

PLACA CONTROL POSITIVO

Crecimiento total en toda la placa.

PLACA CONTROL NEGATIVO

No hay crecimiento en la placa.

MO: Microorganismo

SUSCEPTIBLE: formaciéon de halo de inhibicion alrededor del cilindro.

RESISTENTE: No hay formacién de halo de inhibicion alrededor del cilindro.




- Resultados de la evaluacion microbiolégica, del extracto de la goma-resina
del Eucalyptus citriodora (Eucalipto), por el método de Kirby Bauer
Modificado con Streptococcus pyogenes.

Segun el cuadro de resultados se considera la bacteria susceptible al extracto
diclorometanico concentrado y sus diluciones, ya que hay formacién de halos
con medidas considerables de inhibicion, las cuales se encuentran dentro de
los pardmetros establecidos.

Otro aspecto a considerar es que se lleva al mismo tiempo un blanco con
alcohol etilico al 90.6%, presentando crecimiento abundante en toda la placa
sin zona de inhibicién, por lo que el Streptococcus pyogenes, es resistente
al alcohol etilico.

A manera de comparacion entre la goma-resina y sustancias de conocida
actividad antimicrobiana, se llevaron como patrones: solucién de yodo al 2% y
un disco de antibiotico (ampicilina), en cuyas placas hubo formacion de halos
de inhibicion, haciendo notar la actividad antimicrobiana del yodo y de la
ampicilina, en comparacion con el extracto madre y sus diluciones.

También se llevaron placas de control de crecimiento positivo y negativo, en la
primera se observo un crecimiento uniforme y abundante en toda la placa y en
el segundo no, lo que nos indica que no hay ningun tipo de contaminacion por

parte de otras bacterias.



Figura N° 17 Resultados del método de Kirby Bauer Modificado en
Streptococcus pyogenes, concentracion al 10%.

10% 7.5% 5%

2.5% 1% 0.5%

Figura N° 18 Resultados del método de Kirby Bauer Modificado en
Streptococcus pyogenes.




Ampicilina Alcohol

Yodo Control negativo

Figura N ° 18 Continuacion resultados del método de Kirby Bauer
Modificado en Streptococcus pyogenes.
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Figura N° 19 Comparacion del efecto inhibitorio del extracto diclorometanico
de la goma-resina de Eucalyptus citriodora en
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa Yy

Streptococcus pyogenes.

En esta figura se observan los diferentes niveles de actividad antimicrobiana
gue presenta el extracto diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus
citriodora, de acuerdo a los resultados obtenidos podemos establecer que el
Staphylococcus aureus resultdé mucho mas susceptible que los otros
microorganismos presentando halos de un diametro de 30 mm, la
Pseudomona aeruginosa presentd mediana susceptibilidad frente a este
extracto observandose halos de 20 mm de didmetro y el Streptococcus
pyogenes fue el que presentd menor susceptibilidad presentando halos de un

diametro de entre 16-17 mm, cuando se trabajo con la concentracion del 0.5%.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES



6.0 CONCLUSIONES

1. De acuerdo al analisis fitoquimico preliminar realizado al extracto

diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodora, estan
presentes los siguientes  metabolitos  secundarios: flavonoides,
antraquinonas, terpenos, esteroles, compuestos fendlicos y acidos
hidroxicinamicos.

. De la goma-resina del Eucalyptus citriodora se presume que la actividad
antimicrobiana se debe a la presencia de flavonoides y compuestos
fendlicos, los cuales actuan sinérgicamente.

. Para la eleccion de la fase movil a utilizar se llevaron a cabo ensayo con
varios disolventes a diferentes proporciones hasta encontrar uno que mostro
resultados Optimos, por lo que se utiliza cloroformo: éter etilico (1:1), ya que
esta proporciona una mejor separacion de las manchas.

. La cromatografia de capa fina se realizd con el objetivo de comprobar la
presencia de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodoray asi poder
evitar los resultados falsos positivos que presentan las reacciones de color y
precipitacion.

. A través de la revelacion de las placas cromatograficas se observaron
multiples manchas, por lo que se puede asegurar que en cada una de estas
manchas se encuentra presente un compuesto 6 una mezclade

compuestos.



6. De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas realizadas con la capa
acuosa de la particion liquido-liquido agua/diclorometano, podemos asegurar
gue la muestra utilizada no es una oleorresina sino una goma-resina, puesto
gue esta Ultima se define como una mezcla de terpenos y carbohidratos 6
componentes afines a la fase organica de una extraccion, que fue lo que se
encontré presente en dicho extracto.

7. Los halos de inhibicién que presentaron los extractos diclorometanicos de la
goma-resina de Eucalyptus citriodora a concentraciones de 10%, 7.5%,
5%, 2.5%, 1% y 0.5% frente a la Pseudomona aeruginosa son mayores
gue los establecidos por el patréon de comparacion utilizado (disco de
antibiotico de gentamicina 10upg), por lo que los extractos a esas
concentraciones son muy efectivos en el tratamiento de Pseudomona
aeruginosa.

8. En la evaluacion microbiologica del extracto diclorometanico de la goma-
resina de Eucalyptus citriodora y sus diferentes diluciones, los tres
microorganismos resultaron susceptibles ya que presentaron halos de
inhibicion en el rango de susceptibilidad, frente al blanco resultaron
resistentes, lo que indica que el efecto antimicrobiano se debe a las
sustancias extraidas y no al etanol al 90.6%.

9. Através de los resultados obtenidos se confirma la hipétesis planteada en el
disefio metodoldgico, ya que el extracto diclorometanico de la goma-resina
de Eucalyptus citriodora en las concentraciones de 10%, 7.5%, 5%,
25%, 1% y 0.5% poseen actividad antimicrobiana contra las

bacterias analizadas.



10. El efecto inhibitorio que presenta el extracto diclorometanico de la goma-
resina del Eucalyptus citriodora resulté ser mas activo en contra de
Staphylococcus aureus (concentracion de menor inhibicion 0.5%y
presentd halos de 30 mm de diametro), seguido por Pseudomona
aeruginosa (concentraciéon de menor inhibicion 0.5% y present6 halos de
20 mm de diametro) y menos activo con el Streptococcus pyogenes
(concentracion de menor inhibicion 0.5% y presentd halos entre 16-17 mm

de diametro).



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES



7.0 RECOMENDACIONES

1. Continuar con investigaciones que involucren el fraccionamiento bioguiado
del extracto diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodora,
mediante cromatografia de columna, a fin de determinar que fraccion o
fracciones son responsables de la actividad antimicrobiana.

2. Fomentar el cultivo de esta especie vegetal, debido a que esta es fuente de
una gran variedad de metabolitos secundarios que pueden ser utilizados
como materia prima en la elaboracion de nuevos productos farmacéuticos.

3. Que se deben considerar factores como la recoleccion, conservaciony
almacenamiento de la goma-resina del Eucalyptus citriodora, parala
obtencion de materia prima de buena calidad.

4. Realizar ensayos previos a la determinacion de la fase movil a utilizar en la
cromatografia de capa fina con varios disolventes a diferentes proporciones
hasta encontrar uno con el cual se observen resultados 6ptimos, para este
extracto en particular se debe utilizar la fase movil cloroformo: éter etilico
(1:2).

5. Ensayar el extracto diclorometanico de la goma-resina del Eucalyptus
citriodora (Eucalipto) en otros microorganismos de interés clinico y asi
poder ampliar su utilizacion para diferentes afecciones.

6. Previo a la evaluacion de susceptibilidad, siempre se debe realizar un
estudio macro y microscopico de las cepas, esto con el fin de verificar la

pureza de estas y evitar resultados falsos positivos.



7. Elaborar una forma farmacéutica tomando como materia prima la goma-

resina de Eucalyptus citriodora para que sea utilizada en el tratamiento de
infecciones cutdneas y respiratorias causadas por el Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosay Streptococcus pyogenes.

8. Fomentar el desarrollo de preparaciones medicinales elaboradas a partir de
especies vegetales, puesto que se ha demostrado que estas pueden

contribuir de gran manera en el tratamiento de diversas afecciones.
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GLOSARIO @ 26.6.12)

Absceso: Cavidad que contiene pus y esta rodeada de tejido inflamado

formado como consecuencia de la supuracion de una infeccién localizada.

Aerobio: Microorganismo que vive y crece en presencia de oxigeno.

Anaerobio: Microorganismo que crece mejor o0 exclusivamente en

ausencia de oxigeno.

Antiespasmadico: Agente que cura o alivia los espasmos.

Antiséptico: Sustancia que sirve para lograr la desinfeccion.

Asepsia: Una condicion libre de microorganismos patogenos viables.

Astringente: Sustancia que provoca una contraccion fibrilar de los tejidos

organicos o que produce contraccion y sequedad de los tejidos cuando se

aplica localmente.

Dermatitis: Diversas afecciones de la piel.

Edema: Acumulacion de cantidades excesivas de liquido acuoso en células,

tejidos o cavidades serosas.



Endocarditis: Inflamacion aguda o cronica del endocardio, se manifiesta
generalmente en el curso del reumatismo articular agudo y en otras

enfermedades febriles agudas.

Eritema: Enrrojecimiento o inflamacion de la piel o membranas mucosas

como resultado de la dilataciény congestidon de los capilares superficiales.

Espasmo: Contraccion involuntaria persistente de un musculo o grupo

muscular.

Exudados vegetales:  Mezclas naturales sblidas o semisélidas
guimicamente complejas de origen vegetal, como los balsamos, las gomas,
las oleorresinas y las resinas. La proporcion de los compuestos puede variar

segun el clima, la época del afio y otros factores.

Febrifugo: Agente que tiende a reducir la fiebre

Furtinculo: Infeccion cutanea estafilococcica de caracter localizado vy

supurativo, que se origina en una glandula o foliculo piloso y se caracteriza

por dolor, enrojecimiento e hinchazén.

Necrosis: Muerte de wuna porcion de tejido a consecuencia de una

enfermedad o lesion.



Neumonia estafilocéccica: Inflamacion del tejido pulmonar causada por

los estafilococos.

Goma-resina: mezcla larga de terpenos y carbohidratos insolubles en agua.

Patogenicidad: Capacidad de un microorganismo de infectar (invadir y

multiplicarse, en un ser vivo), produciendo unos sintomas (enfermedad).

Patégeno: Productor o causante de enfermedad.

Resistente: No hay formacion de halo de inhibicion alrededor del cilindro.

Septicemia: Infeccién sistémica caracterizada por la aparicion de patdégenos

en la sangre circulante, procedentes de una infeccion localizada en cualquier

parte del organismo.

Susceptible: formacion de halo de inhibicion alrededor del cilindro.



ANEXOS



ANEXO N° 1

Figura N° 20 Arbol de Eucalyptus citriodora (Eucalipto).



ANEXO N° 2

Figura N° 21 Arbol de Eucalyptus citriodora exudando goma-resina.



ANEXO N° 3

Figura N° 22 Goma-resina de Eucalyptus citriodora  pulverizada,
obtenida después de la particion liquido-liquido

agua/diclorometano.



ANEXO N° 4

Figura N° 23 Aparato Soxlhet

Figura N° 24 Rota evaporador (modelo)




ANEXO N° 5

Recoleccion de la muestra de la goma-resina de

arbol de Eucalipto ( Eucalyptus citriodora)

v

[Caracten’sticas organolépticas]

Y

[Eucalyptus citriodora]

goma-resina

Extracciéon Soxhlet
EtOH 95%

[Extracto etanc')lico]

Particion liquido-liquido

H,O/CH, Cl,

[ Extracto acuoso ] [Extracto diclorometénico]

oo v

Determinacion de la concentracion
del extracto madre.

azlcares cromatografia de capa fina

Determinacion de [ Estudio fitoquimico por ]
(Tollen’s y Fehling)

Figura N° 25 Diagrama de la Metodologia General de Trabajo.



ANEXO N° 5 CONTINUACION

Preparacion de las diluciones del extracto
diclorometanico a diferentes concentraciones
utilizando la férmula C1V{=C,V,

Ensayo microbioldgico

Determinacion del poten-
cial de inhibicién por el
método de Kirby Bauer

modificado

Pruebas de identificacion

microbioldgica a las cepas
a bioensayar

Tabulacion y analisis
de resultados

Caracteristicas

Pruebas de iden- o
macroscoépicas

Caracteristicas
microscopicas

tificacion y dife-
renciacion

Método de colora-
cion al gram

Medios de cultivo se-

i

lectivos y diferenciales

Figura N° 25 Diagrama de la Metodologia General de Trabajo.



ANEXO N° 6

FRACCIONAMIENTO BIOGUIADO

Recoleccidn

Extraccion Extracto
(Soxhlet) Etandlico
_ > >

Particion H,O/CH,CI,

Extracto
diclorometéanico Actividad
bioldgica

v

Figura N° 26 Esquema del Fraccionamiento Bioguiado.



ANEXO N° 7

Placas cromatograficas

Figura N° 27 Liebermann-Burchard.

(Triterpenos) (+)

Figura N° 29 Anisaldehido/ &cido
sulfarico (Saponinas).

(+)

Figura N ° 28 Anisaldehido/ acido

sulfarico (Terpenos)

(+)

Figura N° 30 Acetato de plomo

basico (Flavonoides)

(+)



ANEXO N° 7 Continuacion

Figura N° 31 Cloruro de hierro (Ill)

(Fenoles) (+)

Figura N° 33 Reaccion de
Borntrager (+)

(Antraquinonas)

Figura N° 32 Reactivo de Kedde
(Glicésidos

cardiotonicos) (-)

Figura N° 34 Reactivo de
Dragendorff (-)

(Alcaloides)



ANEXO N ° 7 Continuacion

Figura N° 35 Vainillina / &cido (+) Figura N° 36 Prueba de Baljet (-)
sulfarico (Universal) (Sesquiterpenlacto-
nas)

Figura N° 37 Vapores de amoniaco (+)

(Flavonoides)



ANEXO N° 8

Pruebas Fitoquimicas de la capa acuosa

Figura N° 38 Prueba de Tollen's

Precipitado color plateado (+)

Figura N° 39 Prueba de Fehling
Precipitado rojo-ladrillo de 6xido cuproso (+)



ANEXON°9

CUADRO N° 14 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LOS

MICROORGANISMOS 8

MICROORGANISMOS AGAR CARACTERISTICAS DE
LAS COLONIAS

Colonias color negras, con

Bair-Parker halo alrededor, lustrosas y
Staphylococcus aureus convexas
Colonias cremosas con
Chapman crecimiento abundante de

color amarrillo

Colonias redondas y lisas de
Pseudomona aeruginosa Cetrimide color verde fluorescente

Colonias blancas o grises de
Estreptococcus pyogenes Sangre 2 mm de diametro, rodeadas
de zonas lisis.




ANEXO N° 10

RESULTADO DE MORFOLOGIA MACROSCOPICA

Figura N° 40 Staphylococcus aureus Figura N° 41 Staphylococcus
en Agar Bair Parker. aureus en Agar
Chapman.
Figura N° 42 Pseudomona aeruginosa Figura N° 43 Estreptococcus
en Agar Cetrimide. pyogenes en

Agar Sangre.



ANEXO N° 11 @

PRUEBAS MICROSCOPICAS (COLORACION AL GRAM)

Este método hace uso de colorantes organicos catiénicos como cristal violeta o
Safranina con fuerte afinidad por materiales celulares con carga negativa como
los acidos nucleicos y polisacaridos acidos.

METODO:

1. Extensién: En un portaobjetos limpio con etanol 93%, se coloca una gota
de solucion salina a la que con el asa de siembra, previamente
esterilizada ala llama, se lleva una pequefia cantidad de suspension de
bacterias 0, en su caso, de una colonia. Con el asa se extiende la gota 'y
las bacterias sobre el portaobjetos y se fija la extension por el calor,

calentando suavemente a la llama del mechero hasta que se seque.

Figura N° 44 Método de extension.



2.Coloracion: Se llevan acabo los siguientes pasos:
a) Un minuto en cristal violeta (colorante inicial),
b) Se lava con agua destilada,
¢) Un minuto en Lugol (mordiente),
d) Se decolora con alcohol de 95° (decolorante),
e) Se lava con agua destilada,
f) Un minuto en Safranina (colorante de contraste),
g) Se lava con agua corriente y

h) Se seca suavemente y sin frotar con papel de filtro.

Cuando la preparacion esta totalmente seca, poner una gota muy pequefia de
aceite de inmersion y observar al microscopio con el objetivo de inmersion

(100x).



ANEXO N° 12

CUADRO N° 15 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LOS

MICROORGANISMOS 8

MICROORGANISMO INTERPRETACION COLORACION
Staphylococcus aureus Gram positivo Azul
Streptococcus pyogenes Gram positivo Azul
Pseudomona aeruginosa Gram negativo Rosado




ANEXO N° 13

RESULTADOS DE PRUEBAS MICROSCOPICAS

Figura N° 45 Staphylococcus aureus Figura N° 46 Pseudomona
en coloracion al Gram. aeruginosa en
coloracion al
Gram.

Figura N° 47 Streptococcus pyogenes

en coloraciéon al Gram.



ANEXO N° 15
RESULTADO DE PRUEBAS DE IDENTIFICACION Y DIFERENCIACION

Staphylococcus aureus

Figura N° 48 Prueba de la Catalasa.
Positivo(+) Burbujeo vigoroso de peroxido

Figura N° 49 Prueba de la Coagulasa.
Positivo(+) Coagulacion parcial del plasma



ANEXO N° 17
RESULTADO DE PRUEBAS DE IDENTIFICACION Y DIFERENCIACION

Pseudomona aeruginosa

Figura N° 50 Prueba bioquimica de Figura N° 51 Prueba bioquimica del

Movilidad. Rojo de metilo.

Positivo(+) Formacion de Positivo(+) Aparicion

turbidez. de un color rojo intenso
Figura N° 52 Prueba bioquimica del Figura N° 53 Prueba bioquimica

del Citrato. del Indol.

Positivo(+) Crecimiento de la Negativo(-) Formacion

bacteria en el medioy de anillo violaceo en

cambio de color Verde-azul. la interfase.



ANEXO N ° 17 Continuacion.

Figura N° 54 Prueba bioquimica de Figura N° 55 Prueba bioquimica
Voges Proskauer. del TSI.
Negativa (-) Coloracion roja que Positivo(+)

Perdura de15-30 minutos. Coloracioén rosado.



ANEXO N° 18
CUADRO N ° 18 INTERPRETACION DE RESULTADOS DE LA PRUEBA

DEL TSI PARA Pseudomona aeruginosa *?

SIGLA INTERPRETACION
K Rosado (sin cambio)
A Amarillo
K/A Fermentacion exclusiva de glucosa.
AllIA Fermentacion de glucosa y uno de

2 azUcares.

K/K Bacterias no fermentadoras
0] Produccion de gas
HS Produccioén de sulfuro de

Hidrégeno.




ANEXO N ° 21
RESULTADOS DE PRUEBAS DE IDENTIFICACION Y DIFERENCIACION

Streptococcus pyogenes

Figura N° 56 Prueba de discos de Bacitracina.
Positivo (+) Inhibicion del desarrollo bacteriano.

alrededor del disco de Bacitracina



ANEXO N° 22 ®

PREPARACION DEL ESTANDAR DE MAC FARLAND

9.95 mL de H2S04 + 0.05 mL de BaCL2 —> Estandar de
MacFarland 0.5%

Figura N° 57 Preparacion del estandar de Mac Farland.

Densidad celular aproximada de 1.5 x 10® Microorganismos/mL.
Preparacion de la suspension de Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa y Estreptococcus pyogenes: 10 mL de caldo nutritivo +

cantidad necesaria de microorganismos.



ANEXO N° 23

METODO DE KIRBY BAUER MODIFICADO

Figura N° 58 Esquema del Método de kirby Bauer Modificado



ANEXO N° 25

Cuadro N° 22 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO @¥

MEDIO DE CULTIVO PREPARACION

Disolver 146.5 g/ Lt, esterilizar en
Autoclave( 15 min. a 121°C) y verter
Agar Chapman en placas. pH + 0.2

Las placas con medios de cultivo son
claras e incoloras.

Disolver 58 g en 0.95 Lt, esterilizar
en autoclave (15 min. a 121°C),
enfriar a 45-50 °C, afiadir mezclando
Agar Bair Parker 50 mL de emulsion de yema de
huevo telurito y eventualmente, 50
mg/Lt de Sulfametacina, pH 6.8 *
0.2

Disolver 44.5g / Lt, afiadir 10 mL por
litro de glicerina, esterilizar en
Agar Cetrimide autoclave (15 min. A 121 °C) y verter
en placa. pH 7.2 +0.2

Disolver 37 g en un Lt, de agua
destilada, llevar a ebullicion agitando
frecuentemente hasta conseguir una
completa disolucion. Esterilizar en
Base Agar Sangre autoclave (15 min. A 121°C) Enfriar a
50°C y afnadir 5-7% (60 ml) de
sangre de carnero desfibrinada
estéril, precalentada a 37°C. Mezclar
suavemente y verter en placas de
petri estériles.

Disolver 34 g / Lt, esterilizar con
cuidado en autoclave, enfriar
eventualmente a 45-50 ° C para
incorporar del 5-10 % de sangre
Agar Muller — Hinton desfibrinada. Verter en placas. pH
7.4+0.2.

Las placas con medio de cultivo sin
sangre son claras y de color amarillo.

Suspender 13 g en 1 Lt de agua
destilada o desionizada, mezclar
Caldo Nutritivo bien, distribuir y esterilizar a 121 ° C
por 15 min.

Disolver 40 g en 1 Lt de agua
desmineralizada por calentamiento
Tripticasa Soya Agar en un bafio de agua hirviendo o en
bafio de vapor; tratar en autoclave
(15 min. A 121°C), verter placas.




ANEXO N° 26

PREPARACION DE REACTIVOS REVELADORES.®

Reactivo de Liebermann-Burchad

- Mezclar 5 mL de anhidrido acético y 5 mL de acido sulfurico concentrado.
Esta mezcla se agrega con cuidado y enfriando, a 50 mL de etanol
(preparar poco antes de su uso).

- Aspersar y calentar 10 min. A 110 °C, mancha fluorescente a luz UV-
365nm.

- Deteccidn: esteroles; otros esteroides vy triterpenos.

Anisaldehido-acido sulfurico

- 0.5 mL de anisaldehido se mezcla con 10 mL de &cido acético glacial,
seguido por 85 mL de metanol y 5 mL de &cido sulfurico concentrado, (en
ese orden), el reactivo es de limitada estabilidad por ello descartar si el
color se torna violeta.

- Aspersar la placa, calentar a 100 °C por 5-10 min. y evaluar el visible o UV-
365 nm. En el visible los componentes de los aceites esenciales muestran
coloraciones intensas: azul, verde, roja y marrén, algunos compuestos
fluorescen bajo UV-365 nm.

- Deteccion: Universal

Anisaldehido-acido sulfurico

- Solucién recién preparada de 0.5 mL de anisaldehido en 50 mL de acido

acético glacial, con adiciéon de 1 mL de &cido sulfarico concentrado.



- Aspersar y calentar a 100-105 °C, colores violeta, azul, rojo, gris o verde.
evaluar en Vis o0 UV-365 nm.
- Deteccion: azlcares, esteroides y terpenos.

Acetato de plomo basico

- Solucién de acetato de plomo basico (25 % en agua)
- Aspersar y observar manchas fluorescentes a laluz UV de onda larga.
- Deteccion: flavonoides.

Cloruro de hierro (l11)

- A. Solucion de Cloruro de hierro (Ill) al 1 6 5 % en acido clorhidrico 0.5 N 6
- B. Solucién de Cloruro de hierro (IIl) al 10 % en agua
- Deteccion: fenoles y acidos hidroxamicos.

Acido 3,5-dinitrobenzoico (reactivo de Kedde)

-1 g de acido 3,5-dinitrobenzoico se disuelve en una mezcla de 50 mL de
metanol y 50 mL de solucion de KOH 2 N.

- Aspersar y evaluar en el Visible, manchas violeta-azuladas.

- Detecciodn: glicésidos cardiacos.

Hidroxido de potasio (reaccion de Borntréager)

- Solucion de hidroxido de potasio al 5 % 6 10 % en etanol (0 metanol)
- Aspersar y evaluar en Vis o UV-365 nm.
- Deteccion: cumarinas (azul), antrona (amarilla), antraquinona (roja).

Reactivo de Dragendorff

- Solucion A: disolver 1.7 g de nitrato basico de bismuto en 20 g de acido
tartarico en 80 mL de agua.

- Solucion B: disolver 16 g de yoduro de potasio en 40 mL de agua.



- Solucion de reserva: mezclar volumenes iguales de las soluciones Ay B,
conservar en refrigeracion.

- Para usar: disolver 10 g de &cido tartarico en 50 mL de agua y agregar 5
mL de solucion de reserva.

- Deteccion: alcaloides y otros compuestos nitrogenados.

Vainillina-acido sulfirico

- Solucién A: solucion etandlica de acido sulfurico al 5%.

-Solucién B: solucion etandlica de vainillina al 1%.

- Aspersar con Ay luego con B. Calentar 5-10 min. a 110 °C . Evaluar la
placa en el Vis. Las coloraciones obtenidas son violeta, azul, rojo, gris o
verde.

- Deteccion: alcoholes superiores, fenoles y esteroides.

Prueba de Legal

2 mg de sustancia se disuelven en 2-3 gotas de piridina, enseguida se afade
una gota de una solucion reciente de nitroprusiato de sodio al 0.5% y después
se aflade gota por gota, cuatro gotas de hidréxido de potasio 2N. Se detectan
las sesquiterpenlactonas.

Prueba de Baljet

- Solucién A: 1g de acido picrico en 100 mL de etanol

- Solucién B: 10 g de hidréxido de sodio en 100 mL de agua

- Mezclar las soluciones en volumenes iguales

- Aspersar y observar la formacion de colores, anaranjado 6 rojo oscuro.

- Deteccion: Sesquiterpenlactonas.



Método de la espuma

Colocar en un tubo de ensayo cierta cantidad de muestra y afiadirle 5 mL de
agua destilada y agite bien por 30 seg., deje reposar. Si es una espuma de 3
cm arriba de la superficie del liquido y persiste por mas de 15 min., se presume
la presencia de saponinas.

Prueba de Shinoda

Tomar una alicuota del extracto de la oleorresina del Eucalyptus citriodora y
concentrarlo hasta 5 mL, afiadirle una laminilla de magnesio metélicoy 1 mL de
acido clorhidrico concentrado. Observar el desarrollo del color, lo cual es
resultado positivo para flavonoides.

Vapores de amoniaco

Exponer a vapores de amoniaco la placa cromatografica. Si hay presencia de
flavonas o flavonoles, se observan manchas que viran de blanco a amarillo, 6

en caso de antraquinonas de amarillo a rosado.



ANEXO N° 27

MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS Y SOLVENTES.

1.1 Material Vegetal.

- Goma-resina de Eucalyptus citriodora.

1.2 Cepas de Referencia.
- Pseudomona aeruginosa
- Staphylococcus aureus

- Estreptococcus pyogenes

1.3 Material de Laboratorio
- Agitadores de vidrio
- Beakers (250, 100, 50, 30 mL)
- Embudos de vidrio
- Ampollas de separacion (125, 60 mL)
- Erlenmeyers (500, 250 mL)
- 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)
- Balén fondo redondo de 500 mL

- Cajas de petri



Laminas portaobjetos

Frasco de vidrio color &ambar con tapon de rosca (500 mL)
Asas bacteriologicas

Guantes de asbesto

Pipeteadores

Mecheros bunsen

Aros metalicos

Tripode

Céapsula de porcelana

Mortero y pistilo

Espatula metalica

Microespatulas

Gradilla para tubos

Malla de asbesto

Bafio de maria

Pinzas (para crisol, de extension y de soporte)
Papel filtro

Papel toalla

Tirro

Etiquetas

Plumones

Fosforos

Mangueras para entrada y salida de agua

Gabacha, mascarilla, gorro y guantes estériles



1.3

Equipo

Autoclave: de vapor humedo, Webeco 1978, serie 72244. De aire

seco, presion, modelo 25EG, serie 99033-005.

Estufa Thelco: modelo 3542, serie 21-AF-10
- Balanza analitica metteler: modelo PM400, serie SNR1243297.
- Balanza granataria: marca Cenco Central Schentific Company. Triple

Beam Balance USA. PAT.No.2, 729.439 capacity 2610 g.

Hot plate fisher: modelo -75h, serie 557101947

- Microscopio: marca Tisher Micromaster, modelo Input:11GUEOH:2
125

- Refrigeradora marca CETRON

- Flash evaporator

- Soxhlet de 1.5 Lts.

1.5 Reactivos y Solventes

Acido sulfurico 10%

- Cloroformo

- Diclorometano

- Alcohol etilico 95%

- Anisaldehido 5%

- Anhidrido aceético

- Acido acético glacial

- Acido sulfarico concentrado

- Acetato de etilo



Hidroxido de sodio 2N
Tricloruro de hierro 10%
Sulfato ferroso

Vainillina 1%

Yoduro de potasio

Acido tartarico 1%
Hidroxido de sodio 1N
Acido 3,5-Dinitrobenzéico 1%
Acetato de plomo 5%
Alcohol Etilico 2%

Acido clorhidrico 1N
Indicador rojo de metilo
a-Naftol

Hidréxido de potasio 5 6 10 %
Nitrato basico de bismuto
Eter etilico

n-hexano

Tolueno

Acetona calidad reactivo
Acetona industrial

Metanol

Peréxido de hidrogeno 30%
Cristal violeta solido

Alcohol-cetona



Lugol

Safranina

Amoniaco concentrado

Agua destilada

1.6 Medios de Cultivo
- Agar Miller-Hilton
- Agar Tripticasa soya
- Agar citrato
- Agar Staphyloccus 110
- Agar tres azucares y hierro
- Caldo rojo de metilo
- Caldo Voges Proskauer
- Caldo urea
- Medio de movilidad
- Agar sangre
- Agar Cetrimide
- Plasma sanguineo

- Solucion salina estéril



