UNIVERSIDAD TECNICA DE MACHALA
“Calidad, Pertinencia y Calidez”
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS Y DE LA SALUD

CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

TRABAJO DE TITULACION
PREVIA LA OBTENCION DEL TITULO DE

BIOQUIMICA FARMACEUTICA

TEMA:
EVALUACION COMPARATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS,
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y LETALIDAD DE EXTRACTOS ORGANICOS

DE Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA) Y Melissa officinalis (TORONJIL).

ASPIRANTE:

Ruth Elizabeth Vélez Rodriguez

TUTOR:

Haydelba D'Armas, MSc., PhD

MACHALA - EL ORO - ECUADOR

2015


https://www.facebook.com/haydelba.darmas

CERTIFICACION

Dra. Haydelba D'Armas, MSc., PhD, Prometeo de la Unidad Acadeémica de Ciencias
Quimicas y de la Salud, tutora del presente Trabajo de Titulacién cuyo tema es:
“EVALUACION COMPARATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS,
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y LETALIDAD DE EXTRACTOS
ORGANICOS DE Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA) Y Melissa officinalis
(TORONJIL)”, desarrollada por: RUTH ELIZABETH VELEZ RODRIGUEZ,
certifico que el presente trabajo investigativo fue desarrollado por el autor en forma
sistematica y de acuerdo con las normas establecidas para proyectos de investigacion y

que luego de revisar su contenido y forma autorizo su presentacion.

Machala, 21 de Mayo del 2015

Dra. Haydelba D'Armas, MSc., PhD

TUTORA


https://www.facebook.com/haydelba.darmas
https://www.facebook.com/haydelba.darmas

RESPONSABILIDAD

Yo, RUTH ELIZABETH VELEZ RODRIGUEZ, autor del presente trabajo de
titulacion con tema: “EVALUACION COMPARATIVA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS, ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y LETALIDAD DE
EXTRACTOS ORGANICOS DE Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA) Y
Melissa officinalis (TORONJIL)”, declaro que la investigacion, resultados vy

conclusiones expuestas en el presente trabajo, son de mi absoluta responsabilidad.

RUTH ELIZABETH VELEZ RODRIGUEZ
AUTOR



CESION DE DERECHO DE AUTORIA

Yo, RUTH ELIZABETH VELEZ RODRIGUEZ, con cedula de identidad
0705850006, egresada de la escuela de Bioquimica y Farmacia, de la Unidad
Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud, de la Universidad Técnica de Machala,
responsable del presente trabajo de titulacion con tema “EVALUACION
COMPARATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS, ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA Y LETALIDAD DE EXTRACTOS ORGANICOS DE
Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA) Y Melissa officinalis (TORONJIL)”,
Durante los meses de SEPTIEMBRE del 2014 hasta ABRIL del 2015, certifico que la
responsabilidad de la investigacion, resultados y conclusiones del presente trabajo
pertenecen exclusivamente a mi autoria, una vez que ha sido aprobado por mi tribunal

de sustentacion del trabajo de titulacion autorizando su presentacion.

Deslindo a la Universidad Técnica de Machala de cualquier delito de plagio y cedo mis
derechos de autor a la Universidad Técnica de Machala para que ella proceda a darle el

uso que crea conveniente.

RUTH ELIZABETH VELEZ RODRIGUEZ
C.1. 0705850006



DEDICATORIA

Al concluir mi carrera profesional, con la presentacién de éste trabajo, considero
oportuno dedicar mi esfuerzo a mi hija, quien es mi mayor motivo de superacion y de
lucha, para poder junto a ella y a toda mi familia gozar de un buen porvenir. Este trabajo

es para ti:

Génesis Alexandra



AGRADECIMIENTO

Al concluir mi trabajo de titulacion, me permito agradecer primeramente a Dios, quien
me ha permitido llegar hasta donde estoy y gozar de buena salud brindandome sabiduria
e inteligencia. A mis padres, quienes han sido de gran apoyo en todo momento de mi
vida. A mi esposo que a mas de su ayuda incondicional, me ha sabido comprender y
amar a lo largo de esta dura jornada estudiantil.

A mi tutora la Dra. Haydelba D'Armas, MSC., PhD. quien junto a mi cotutora la Dra.
Carmita Jaramillo nos han brindado su orientacion, ayuda y su tiempo en la realizacion
de este trabajo de investigacion.

Ruth Elizabeth Vélez Rodriguez
LA AUTORA

W


https://www.facebook.com/haydelba.darmas

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se baso en un analisis comparativo de metabolitos
secundarios, actividad antimicrobiana y letal de diferentes extractos de Cymbopogon
citratus (hierba luisa) y Melissa officinalis (toronjil). Se partié de una cantidad de hojas
previamente tratadas y procesadas para preparar cada extracto utilizando diferentes
solventes y realizar el tamizaje fitoquimico, donde se comprob6 la presencia de
esteroles, triterpenos y mucilagos en el extracto de hexano y cumarinas, metilencetonas,
esteroles, triterpenos, fenilpropanoides, catequinas y mucilagos en el extracto de
metanol de C. citratus. En el extracto de hexano de M. officinalis se detecto la presencia
de glicosidos cardiotonicos, cumarinas, metilencetonas, esteroles, triterpenos y
mucilagos y el de metanol contiene esteroles, triterpenos, fenilpropanoides, catequinas y
mucilagos. En la actividad letal contra larvas de Artemia salina el resultado final de las
concentraciones letales medias (CL 50) de cada extracto fueron de hexano de hierba
luisa, 168,77 pg/ml; de hexano de toronjil, 233,56 pg/ml; de metanol de hierba luisa,
358,03 pg/ml y de metanol de toronjil, 72,25 pug/ml. En la actividad antimicrobiana, a
20 mg/ml el extracto de metanol de hierba luisa posee mayor efecto antibacteriano y el
de metanol de toronjil un menor efecto antibacteriano; a 40 mg/ml el extracto con
mayor actividad antibacteriana es el hexano de hierba luisa, y con menor el de metanol.
Para la actividad antifangica, el extracto con mayor accion inhibitoria fue el metandlico
de hierba luisa, seguido del metandlico de toronjil, y los extractos hexanicos de hierba

luisa y toronjil no presentaron actividad antifangica.

Palabras Claves: Melissa officinalis, Cymbopogon citratus, Extractos, Tamizaje

Fitoquimico, Actividad Letal, Artemia salina, Actividad Antimicrobiana.
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ABSTRACT

This research was based on a comparative analysis of secondary metabolites,
antimicrobial and lethal activity of different extracts of Cymbopogon citratus
(lemongrass) and Melissa officinalis (lemon balm). It began with a number of
previously treated leaves and processed to prepare each extract using different solvents
and perform the phytochemical screening, where the presence of sterols, triterpenes and
mucilage was found in the hexane extract and coumarins, metilencetonas, sterols,
triterpenes, phenylpropanoids , catechins and mucilage in the methanol extract of C.
citratus. In the hexane extract of M. officinalis the presence of cardiac glycosides,
coumarins, metilencetonas, sterols, triterpenoids and mucilages detected and methanol
contains sterols, triterpene, phenylpropanoids, catechins and mucilages. In the lethal
activity against larvae of Artemia salina the outcome of the median lethal concentration
(LC 50) of each hexane extract were verbena, 168.77 ug / ml; hexane balm, 233.56 ug /
ml; methanol verbena, 358.03 ug / ml and methanol balm, 72.25 mg / ml. In the
antimicrobial activity, a 20 mg / ml of methanol extract of verbena has greater
antibacterial effect and methanol Melissa lower antibacterial effect; 40 mg / ml extract
more antibacterial activity is hexane verbena, and less that of methanol. For the
antifungal activity, the extract was more inhibitory action was the methanol verbena,
lemon balm followed by methanol, and hexane extracts of verbena and lemon balm herb

showed no antifungal activity.

Keywords: Melissa officinalis, Cymbopogon citratus, Extracts, Screening

Phytochemical, Lethal Activity, Artemia salina, Antimicrobial Activity.
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INTRODUCCION

El aprovechamiento por el hombre de las plantas aroméatico-medicinales hay que
buscarla en la més remota antigliedad, seglin consta en diversos testimonios histéricos
pertenecientes a distintas civilizaciones y culturas. EI hombre las usoé inicialmente, a
imitacion de los animales, guiado por su instinto, después empiricamente, y mas tarde
de forma mas racional, conociendo sus propiedades terapéuticas de forma progresiva,
con los avances tecnoldgicos (Mufioz, 1996).

Todas las culturas han adquirido un conocimiento de las plantas o de los drganos
vegetales usados en medicina. Los mas antiguos documentos escritos, con
aproximadamente 6000 afios de antigliedad, incluyen descripciones de plantas utilizadas
como medicinales en esa apoca. Se creia que existian personas superdotadas para
reconocer las plantas medicinales, las venenosas o ambas. Poco a poco se fueron
transmitiendo los conocimientos terapéuticos de las plantas y consecuentemente
surgieron las drogas medicinales y el desarrollo de la farmacognosia (encargada del
estudio de las plantas medicinales, su historia, comercio, recoleccion, seleccion,
identificacion, y de la conservacion de drogas elaboradas a partir de estas y de las

materias primas que las producen.

Hasta el siglo XVIII se conocian las propiedades curativas de las plantas, su efecto
sobre el organismo y su modo de aplicacidn, pero se desconocian sus principios activos.
Con el desarrollo de las teorias de la evolucion y herencia genética, el uso del
microscopio y el nacimiento de ciencias como la fitoquimica y de técnicas como el
andlisis instrumental, fue posible el reconocimiento y el aislamiento de los principios

activos de muchas plantas medicinales (Fonnegra et al., 2007)

Las plantas medicinales son aquellos vegetales que elaboran unos productos llamados
principios activos, que son sustancias que ejercen una accién farmacologica, beneficiosa
o perjudicial, sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial, a veces especifica, es
servir como droga o medicamento que alivie la enfermedad o restablezca la salud
perdida; es decir, que tienden a disminuir o neutralizar el desequilibrio organico que es

la enfermedad.
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Los principios activos son los que definen y sirven para clasificar a estas plantas y el
principal criterio para su seleccion y mejora, el control del rendimiento y calidad de
productos del cultivo y procesado industrial, asi como los que dotan a la planta de sus

propiedades y usos terapéuticos.

Las hojas de las plantas constituyen uno de sus 6rganos mas interesantes, pues en ellas
tienen lugar la mayoria de los procesos metabdlicos de la planta; parte de estas hojas,
que reciben la savia bruta a través del tallo, mediante la accion de unos complejos
enzimaticos o fermentos que contienen, elaboran dos clases de compuestos
nitrogenados: las proteinas (nutrientes imprescindibles para la vida) y los alcaloides
(principios activos de accion fisioldgica especifica y energética). Las hojas que ademas
del agua del suelo reciben la energia solar, absorben el anhidrido carbonico del aire
(CO,) y realizan la fotosintesis de compuestos organicos, los glucidos, que se producen
en los cloroplastos de las hojas que contienen clorofila.

Una parte de los glucidos formados en la fotosintesis constituyen los elementos de
reserva de la planta, que ésta almacena en sus diferentes 6rganos y forman nuevas
células vegetales. Otra parte se transforman en compuestos secundarios: los lipidos y
sus aceites; los terpenos y componentes aromaticos, de cuyo conjunto se forman las
esencias y resinas; los heterosidos, combinaciones de azucares y sustancias activas; los

acidos organicos.

Las plantas también elaboran en su metabolismo los taninos, vitaminas, sustancias

antibidticas y concentran los elementos minerales (Mufioz, 1996).

La utilizacion de compuestos organicos en el tratamiento de la infeccion se conoce
desde la antigiiedad, tan solo los aztecas tuvieron el conocimiento; de cuya utilizacion
se logran rescatar una gran cantidad de plantas que hoy en dia son procesadas para
obtener una gran variedad de antibioticos, aunque no hay que olvidar a los extractos de

ciertas plantas medicinales que se han utilizado durante siglos (Cruz, 2001).
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PROBLEMA

Muchas de las plantas medicinales, entre ellas hierbaluisa y toronjil, son empleadas por
los beneficios que brindan, siendo algunos de estos y los mas principales y conocidos
por los pobladores el alivio contra los dolores estomacales al prepararlos en infusiones,
por sus aromas se emplean en la aromaterapia, en la reanimacion de desmayados, como

calmante natural, como repelente de mosquitos, entre otros.

Gracias a la tradicion oral y escrita sobre la medicina popular se sabe que el hombre
desde tiempos remotos ha conocido y aprovechado la actividad curativa de un sin
namero de hierbas. A pesar de los avances en la produccion de la medicina “moderna”,
las plantas medicinales han perdido su importancia. Por el contrario, el desarrollo de los
medicamentos modernos ha sido resultado de formas cada vez mas complejas de
aprovechar las plantas medicinales, y su produccion sigue dependiendo en gran parte
del uso de estas plantas como materia prima (Hoogesteger, 1994).

Ecuador cuenta con centenares de plantas aromaticas y medicinales. Por lo tanto, en el
pais el uso de plantas medicinales estd inmerso en la cotidianidad de sus habitantes. La
medicina popular se practica principalmente por habitantes de zonas rurales, pero
también por citadinos de toda clase social. Se pueden encontrar gran variedad de plantas
con usos medicinales que se expenden en mercados de la Sierra, Costa y Amazonia (De
La Torre et al., 2008).

Sin embargo, estas practicas se basan solamente en el conocimiento empirico y en la
experiencia de los pueblos puesto que las caracteristicas antimicrobianas de las plantas
no han sido validadas cientificamente, hecho comprobado mediante una exhaustiva
busqueda de informacion la investigacion sobre actividad antimicrobiana y letal de

plantas medicinales.

Se han utilizado diversas técnicas microbioldgicas para demostrar la actividad
antimicrobiana de plantas frente a microorganismos patégenos para el hombre. Entre
ellas la utilizacién de extractos. El extracto de plantas es una mezcla compleja, con
multitud de compuestos quimicos, obtenible por procesos fisicos y/o quimicos a partir
de una fuente natural y utilizable en cualquier campo de la tecnologia; en general, los

extractos son soluciones diluidas de metabolitos secundarios (Ortufio, 2006).
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Estos antimicrobianos de origen vegetal tienen un potencial terapéutico enorme. Son
eficaces en el tratamiento de enfermedades infecciosas y al mismo tiempo pueden
mitigar muchos de los efectos secundarios que se asocian a menudo con

antimicrobianos sintéticos (Joshi et al., 2009).

Es bien conocido que muchas plantas pueden ocasionar reacciones toxicas a quienes las
utilizan y que poseen actividades bioldgicas diversas; por esta razon, se llevara a cabo
una investigacion en las plantas hierba luisa (Cymbopogon citratus) y toronjil (Melissa
officinalis), con el propésito de determinar la composicion quimica y accion

farmacoldgica, de las plantas medicinales mencionadas previamente.
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JUSTIFICACION

El aumento de la confianza en el uso de plantas medicinales y productos derivados se ve
reflejado por su empleo mayoritario tanto en paises en vias de desarrollo (80%), como
en los paises desarrollados (50-60%). Esta realidad se puede potenciar ain méas en un
pais como el Ecuador, poseedor de una enorme biodiversidad y de un importante bagaje
de conocimientos ancestrales sobre el empleo de plantas como alternativa curativa
(Oliveira et al, 2005).

En Ecuador se usa ampliamente en las comunidades rurales un sin nimero de plantas
medicinales, sin que todas estas tengan un estudio cientifico de sus propiedades. Tal es
el caso de la hierba luisa y el toronjil, que son usadas por la poblacion rural con la
creencia de que posee grandes propiedades medicinales para aliviar diferentes
afecciones, siendo utilizada como calmante, antiinflamatorio, contra el dolor de

estomago y afecciones cutaneas en general (Cabrera y otros, 2005).

Por esta razon, este trabajo de investigacion se enfocd en un analisis comparativo de las
plantas C. citratus (hierba luisa) y M. officinalis (toronjil) para conocer que metabolitos
secundarios se encuentran presentes en cada una de estas especies, debido a que son
aquellos las que brindan una accion terapéutica o toxica a las plantas. Asi mismo
conocer si poseen actividad antimicrobiana frente a varios microorganismos y actividad
letal contra A. salina (indicador de actividad antitumoral). Estudio que nos servira para
obtener y brindar un amplio conocimiento a la poblacion que emplea estas especies
sobre la composicion quimica y el porqué de sus propiedades medicinales, de tal manera

que se pueda emplear como principios activos en la elaboracion de fitofarmacos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar comparativamente metabolitos secundarios, actividad antimicrobiana y
letalidad de extractos organicos de Cymbopogon citratus (hierba luisa) y Melissa

officinalis (toronjil).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Procesar las hojas de hierba luisa (Cymbopogon citratus) y toronjil (Melissa
officinalis).

e Obtener los distintos extractos organicos de hierba luisa (Cymbopogon citratus)
y toronjil (Melissa officinalis).

e Detectar la presencia de los tipos de metabolitos secundarios presentes en los
extractos.

e Comprobar la actividad antibacteriana y antifingica de las hojas de hierba luisa
(Cymbopogon citratus) y toronjil (Melissa officinalis).

e Determinar la actividad letal de los extractos de las plantas en estudio contra

Artemia salina.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1. HIERBA LUISA (Cymbopogon citratus)

1.1.1. Descripcion

Cymbopogon citratus es una hierba perenne, robusta, de tallos muy ramificados de 1-2m
de altura, con nudos ceriferos. Sus ramas son alargadas y un tanto penduladas, con hojas
aromaticas amontonadas cerca de la base, glaucas, de 60-100cm de largo. Presenta
inflorescencia amarilla en espiga. No florece o lo hace muy rara vez en el tropico. El
periodo de brotacion, al realizar la plantacion, es de 10-15 dias, comenzando el
ahijamiento a los 20-30 dias y alcanzando maduracion fisioldgica a los 180 dias,
siempre que la plantacion haya recibido fertilizacion, control de malezas, riego y control
fitosanitario (Soto et al.,1984).

1.1.2. Composicion Quimica

Las hojas y sumidades contienen del 0,20 al 0,25%de aceite esencial, cuyos
componentes mayoritarios son: limoneno, citral, geraniol, 40-45% de sesquiterpenos,

verbenona, aldehido y cetonas (Mufioz, 1996).

1.1.3. Propiedadesy Aplicacién

Es un excelente estimulante digestivo, estomacal y antiespasmaodico, y util en todo tipo
de trastornos digestivos. Es un ingrediente de varios licores famosos por sus valiosas

propiedades digestivas.

Es un buen febrifugo, tomado como tisana o infusién hecha de las hojas secas o frescas.
Esta constituye una deliciosa y refrescante bebida de wverano. Es también
moderadamente sedante, el igual que lo es su aceite esencial, asi que puede considerarse

como otro de los diversos aceites esenciales Utiles para combatir el insomnio. Si se
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utiliza por la noche en forma de bafios con este fin, ser extremadamente cuidadosos,
pues mas de dos o tres gotas para un bafio de tamafio corriente ocasionara picores y

ampollas en la piel (Mufioz, 1996).

La infusion de hojas es un tdnico, estomacal, sedante, carminativo (previene y elimina
gases) y antineuralgico. La maceracion es empleada para vértigos (mareos), neuralgias y
trastornos digestivos. Las compresas Y trituracién (masticacion) a base de hojas, ayuda a
calmar el dolor dental. EI vapor del cocimiento, empleado en bafios terapéuticos, sirve

para calmar la excitacion nerviosa (Reto et al., 2002).

1.2. TORONJIL (Melissa officinalis)

1.2.1. Descripcién

Es una planta perenne, arbustiva, que crecen en ramilletes y que suelen alcanzar entre
los 40 y 70 cm de altura. Sus hojas son opuestas, dentadas, rugosas o desprenden un
intenso aroma a limon. Las flores son irregulares, blancas o ligeramente rosadas. La
flora europea dos subespecies de esta planta y solo una de ellas es cultivable: M.

officinalis ssp. (Mufioz et al., 1999).

1.2.2. Composicion Quimica

Desde el punto de vista de la accidén farmacoldgica, el aceite esencial (0,05%) es el que
ha sido objeto de mayor atencion. Se caracteriza por la presencia de aldehidos
monoterpénicos: citral (20-30%, citronelal (30-40%), metilheptenona, geranil acetato,
B-cariofileno, oxido de B-cariofileno y una docena de otros compuestos, principalmente

terpenoides (Mufioz et al., 1999).
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1.2.3. Propiedades y Aplicacion

Es una planta utilizada como sedante en el tratamiento del insomnio de origen nervioso.
Recomendada en disturbios funcionales gastrointestinales; antiespasmodica. Desde
mucho tiempo se conoce el “agua de las carmelitas”, de cuya composicion forma parte
la melissa junto a otros aceites esenciales. Se administra como carminativo en
dispepsias, meteorismo y otros malestares gastricos. Se dice eficaz en el alivio del
tratamiento del herpes (Mufioz et al., 1999).

La infusién de hojas y flores de toronjil se utiliza en la histeria, ansiedad, nerviosismo,
pues actua como un buen sedante. A nivel del sistema digestivo es capaz de eliminar
gases debido a su propiedad antiflatulenta. Tomando la infusion caliente y acostandose
a la cama es un buen sudorifico debido a su propiedad diaforética (Reto et al., 2002).

1.3. EXTRACTOS VEGETALES

1.3.1. Definicion

Se han definido como un concentrado obtenido por tratamiento de productos vegetales
con solventes apropiados, tales como agua, etanol o éter, de elementos solubles,
constituidos por una mezcla de principios activos y sustancias inertes que se producen

de la totalidad o de partes de una planta fresca o seca (Ruiz y Susunaga, 2000).

1.3.2. Caracteristicas

Estudios realizados permitieron fundamentar las siguientes caracteristicas especificas de

los extractos (Corpas y Barreto, 1988):

- Los extractos bien preparados son de color mas o menos oscuros, cuando han

sido preparados al vacio, son ligeramente mas claros.

24



- Algunos son de color café amarillento, otros rojizos, los extractos provenientes

de hojas son verdosos debido a la clorofila.
- Su aspecto debe ser liso, fino y homogeneo.

- Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les ha
dado su origen. Cuando son mal preparados, adquieren olor a caramelo o
confitura poco conocida.

- La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con el tipo

de preparacion al cual fueron sometidos.

- Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen una
solucion transparente, algunas veces ligeramente, algunos veces ligeramente

turbia, debido a que han sido preparados con mucha anterioridad.

- Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en agua y algunas veces son
totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido preparados con
alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucion, en el mismo titulo

alcoholimétrico del alcohol con el cual han sido preparados.

- Los extractos alcoholicos preparados con hojas, dan soluciones coloreadas de
verde, pues la eliminacion de la clorofila no puede ser total. Cordell (1995)
propuso ensayos generales para someter a los extractos a pruebas especificas
para observar su calidad y composicion final. Estos trabajos fueron remontados
por Copas, quien propuso realizar ensayos de identidad a los extractos obtenidos
(Barreto, 1997).

1.3.3. Clasificacién

De acuerdo con este aspecto cominmente los extractos se clasifican en cuatro grupos:

blandos, firmes, secos y fluidos (Barreto, 1997).
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1.3.3.1. Extractos blandos

Tienen la consistencia de la miel espesa, algunas veces, debido a la absorcién de la
humedad atmosférica, presentan una consistencia menos densa (Barreto, 1997).

1.3.3.2. Extractos firmes

Como su nombre lo indica deben tener una estrecha semejanza con la masa con al cual
se fabrican o manufacturan las pildoras, deben tener la caracteristica especial de no
adherirse a los dedos (Barreto, 1997).

1.3.3.3 Extractos secos

Anteriormente se les conocia con la denominacion de “sales esenciales”. Son los
extractos en los cuales el disolvente ha sido casi completamente eliminado. Contiene tan
solo del 5 al 8% de agua. Se reducen facilmente a polvo y facilitan su manipulacion y
dosificacion. La forma farmacéutica de extractos secos aparece en varias farmacopeas
(Belga, Norteamericana, Noruega y Mexicana), pero no indican un método exacto para

la preparacion de este tipo de extractos (Barreto, 1997).

1.3.3.4 Extractos fluidos

Son preparados en una forma tal que el peso del extracto corresponde exactamente al
peso de la sustancia empleada como medicamento, desecada al aire y pulverizada
(Barreto, 1997).

1.3.4 Extraccion

Deben obedecer a la informacion de la naturaleza quimica de las sustancias presentes en
la planta y al propdsito de la investigacién. En el caso de busqueda de sustancias para la

comprobacion de actividad biologica, la extraccion del material vegetal debe hacerse en
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agua o con solucion disotonica (0,9% NaCl). Frecuentemente se usa la extraccién son
solventes organicos de bajo punto de ebullicion (alcohol, acetato de etilo) y de baja
reactividad. Los extractos son evaporados bajo presion reducida o liofilizados, en el
caso de extraccion con agua (Arévalo, 1996).

Los métodos de extraccion se basan en las diferentes solubilidades de los diversos
compuestos encontrados en el material vegetal, asi, para sustancias de baja polaridad
(lipidos) se utilizan como solventes el éter de petrdleo y cloroformo; para sustancias de
mediana y alta polaridad el acetato de etilo, el etanol y la acetona. Las extracciones
pueden hacerse por “extraccion continua en soxhlet”, en la cual el material seco se situa
en una camara central y el solvente se hace evaporar en caliente, en un recipiente
inferior, el vapor del solvente asciende al condensador y gotea sobre el material vegetal.
Po “reflujo”, el material vegetal y el solvente se colocan en un balon el cual tiene
acoplado un refrigerante, se calienta, el solvente evaporado se condensa y vuelve a
mezclarse con el material vegetal. Y por “maceracion en frio”, el material se mezcla con

el solvente triturado continuamente en frio (Arévalo, 1996).

1.3.5 Conservacion

Los extractos son medicamentos en donde la alteracion modifica y varia notoriamente la
naturaleza del producto. Algunos extractos se descomponen al aire, otros absorben
humedad atmosférica. Algunos se recubren de hongos y permiten el desarrollo de
gérmenes bacterianos. Por otra parte las alteraciones méas frecuentes consisten en
modificaciones quimicas no aparentes como sucede con los extractos de flores verdes
que por la oxidacion de la clorofila pierden su color. Los extractos a base de alcaloides,
bajan de titulo. Esta disminucion, es especialmente sensible a los extractos blandos y

firmes y bastante menos notorio en los extractos secos (Barreto, 1997).

Segun (Corpas Y Barriga, 1993), la conservacion de los extractos es indispensable y

deben cumplir las siguientes condiciones:

a. Se deben conservar protegiéndolos de la luz.
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b. Los envases deben estar bien tapados.

c. Se deben conservar en un medio ambiente seco.

Desde luego, son numerosos los métodos que se han indicado para la conservacién de

los extractos. Se pueden clasificar en dos categorias (Barreto, 1997).

En el primer grupo tenemos aquellos a los cuales no se les ha adicionado ninguna
materia extrafia. Al segundo grupo, por el contrario, pertenecen aquellos extractos que
han sido objeto de la adicion de productos extrafios, de naturaleza fisico-quimica
definida (Barreto, 1997).

1.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO

1.4.1 Definicién

El tamizaje fotoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica,
que permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en
una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos
para el aislamiento de los grupos de mayor interés. El tamizaje fitoquimico consiste en
la extraccion de la planta con solventes apropiados y la aplicacion de reaccion de color
y precipitacion. Permite la evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y

de bajo costo.

Asi, cuando una planta revela accion sobre el sistema nervioso central durante el
tamizaje farmacoldgico y presencia de alcaloides en el tamizaje fitoquimico, es bastante
probable gque la accién farmacologica se deba a la fraccion alcaloidal. De la misma
manera, el hecho de evidenciarse accion anti-inflamatoria en el tamizaje farmacolégico
y la presencia de flavonoides en el tamizaje fitoquimico, puede dar lugar a procesos de
aislamiento y sometimiento a pruebas mas especificas de estos compuestos. Efectos

catarticos pueden ser asociados a las antraquinonas. La presencia de glicosidos

28



cianogénicos durante la marcha fitoquimica puede dar lugar a la descartacién de la
planta por su alta toxicidad (Sharapin, 2000).

1.4.2 Metabolitos Secundarios

Son sustancias que tienen una estructura compleja, que pueden presentarse en una
especie 0 en especies afines. Su funcion en la planta es poco conocida. Estos
metabolitos secundarios estan presentes en concentraciones muy bajas, los que ejercen
un efecto fisiologico y farmacoldgico sobre el hombre. También estos metabolitos son
usados comercialmente como compuestos activos para la elaboracién de productos

farmacéuticos, sabores, fragancias y pesticidas (Vega, 2001).

Los metabolitos secundarios son biosintetizados a partir de los metabolitos primarios,
mediante un metabolismo especial o secundario y, con una distribucion restringida a
ciertos grupos de plantas. A diferencia de los primarios, en la mayoria de los casos se
desconoce la funcién que desempefian en los organismos que les contienen. Como

ejemplos podemos citar: alcaloides, flavonoides, terpenoides, etc. (Montiel, 1978).

1.4.2.1 Terpenos

Los terpenos son compuestos que resultan de la polimerizacion de unidades isoprénicas
(isopentenil pirofosfatado [IPP] y su isémero dimetilal pirofosfato [DMAPP]),
moléculas de 3 4tomos de carbono que proceden del &cido mevaldnico. Se clasifican
segun el nimero de atomos de carbonos (siempre maltiplos de 3) que los constituyen
(Castillo y Martinez, 2007).

- Monoterpenos.- son compuestos de 10 carbonos que derivan del
geranilpirofosfato. Esta molécula puede ciclar por accion de monoterpenos
aciclicos, monociclicos y biciclicos. Los Monoterpenos junto con los
sesquiterpenos, los compuestos aromaticos y las moléculas no volatiles,

constituyen los aceites esenciales de las plantas.
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Iridoides.- son monoterpenos que derivan del geranilpirofosfato y se
caracterizan por presentar un esqueleto biciclico, denominado iridano, en el cual
uno de los ciclos es ciclopentano. Si el ciclopentano no estéa abierto, dando como
resultado una funcién aldehido, se denominan secoiridoides, estos suelen
aparecer en forma de heterdsidos y tienen un papel fundamental como
precursores en la sintesis de alcaloides, sobre todo los de tipo inddlico. La
estructura hemiacetalica de la genina parece estar relacionada con una actividad
antitumoral y antimicrobiana, aunque también se utilizan como ténicos amargos

0 como antiinflamatorios.

Sesquiterpenos.- Son terpenos con 15 atomos de carbono que derivan del
farnesilpirofosfato. Los sesquiterpenos pueden ser moléculas aciclicas, mono, bi,
triciclicos e incluso unos pocos tetraciclicos. Los sesquiterpenos e poco o ningun
grado de funcionalidad se pueden obtener por destilacion como componentes de
los aceites esenciales. Presentan actividad antifdngica, antibidtica,

antiinflamatoria o espasmolitica, segun casos.

Diterpenos.- Son terpenos con 20 atomos de carbono, formados a partir del
geranilgeraniol pirofosfato que deriva de la adicion de un IPP al
farnesilpirofosfato. Algunos diterpenos tienen actividad anticancerigena y/o
citotoxica, también se les atribuyen otras actividades terapéuticas, entre las que
destacan la antibacteriana, la antifungica, la antirretroviral y la antioxidante de

algunos diterpenos fendlicos.

Triterpenos.- Son compuestos con 30 atomos de carbono, que resultan de la
ciclacion del epoxiscualeno la mayoria con estructura tetra o pentaciclica.
Dentro de este grupo se incluyen los esteroides (moléculas con estructura
perhidrociclopentano-fenantreno). Por su actividad farmacoldgica destacan las

saponinas y los heterdsidos cardiotonicos.
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1.4.2.2 Saponinas

Son heterdsidas cuya genina (llamada sapogenina) puede ser triterpénica o esteroidica,
las sapogeninas triterpénicas pueden tener una estructura pentaciclica. Los sapondsidos
en general son espumantes en soluciones acuosas Yy hemoliticos. Modifican la
permeabilidad de la membrana celular, por lo que en ocasiones se suministran con otros
farmacos para mejorar la entrada de estos en la célula. Algunas saponinas triterpénicas
tienen actividad espermicida, citotdxica, expectorante y/o antitusiva, cicatrizantes,

venoprotectoras, antiflngicas o antiinflamatorias (Castillo y Martinez, 2007).

1.4.2.3 Alcaloides

Desde tiempos inmemoriales se conocen ciertas plantas que producen efectos
fisiolégicos muy intensos sobre el sistema nervioso central de los animales (incluyendo
el hombre), cuyos extractos se usaron para envenenar flechas o para obtener pociones
que se utilizaban en ritos religiosos o para curar multiples dolencias. Estas plantas
contienen alcaloides que son bases organicas nitrogenadas, generalmente con un anillo
heterociclico de algun tipo y derivan biogenéticamente de aminoacidos. Presentan
estructuras muy diversas por lo que no constituyen un grupo homogéneo en términos de
su estructura, propiedades y fuentes de obtencion. Se han clasificado de acuerdo con las
fuentes de donde se han aislado (por ejemplo, alcaloides de la Ipecacuana), de acuerdo
con la actividad fisiologica (por ejemplo, alcaloides midriaticos) o con base en la
estructura quimica (por ejemplo, alcaloides inddlicos). Al utilizarse con propdsitos
taxonomicos debe considerarse su biogénesis o biosintesis en las plantas que las
producen (Montiel, 1978).

1.4.2.4 Cumarinas

Son los metabolitos CsC3, mas caracteristicos. Son lactonas aromaticas cuya biosintesis
suele producirse a partir de é&cidos cindmicos, generalmente del éacido p-
hidroxicinamico. Se pueden clasificar en 3 grupos: hidroxicumarinas, furanocumarinas

y piranocumarinas (Castillo y Martinez, 2007).
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Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas, principalmente
en las familias Umbeliferae y Rutaceae; se encuentran en todas las partes de la planta
desde la raiz a flores y frutos siendo mas abundante en estos Ultimos; se presentan a

menudo como mezclas, en forma libre o como glicésidos.

Los desarrollos en los procesos de aislamiento y analisis estructural en estos ultimos
afios han conducido a un marcado incremento en el nimero de cumarinas aisladas de
plantas; ello unido al interés despertado por el amplio rango de actividad biolégica que
muchas cumarinas han mostrado, como por ejemplo la acciéon anticoagulante y
antibacterial del dicumarol, la accién antibidtica de la novobiacina, la aguda
hepatotoxicidad y carnonogenicidad de ciertas aflatoxinas, la actividad astrogénica del
cumestrol, la accion fotosensibilizadora de furanocumarinas como el bergapteno y la
xantotoxina, entre otros; cabe destacar tambien las aplicaciones de las cumarinas como

saborizantes y en perfumeria (Lock, 2001).

1.4.2.5 Flavonoides

Los pigmentos flavonoides, son uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos de constituyentes naturales. Se conoce como diez clases de flavonoides,
todos contienen quince atomos de carbono en su nucleo basico y estan arreglados bajo
un sistema Cs-C3-Cs, en el cual dos anillos aromaticos llamados A y B estan unidos por
una unidad de tres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo, que en caso de

existir es llamado anillo C.

Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como Agliconas y/o glicésidos,
aun de las diferentes clases siendo este ultimo mas comun, en muchos casos debido a la
complejidad de la mezcla es mas frecuente el estudio de estos compuestos en forma de
Agliconas en extractos de plantas previamente hidrolizadas. Se hallan presentes en todas
las partes de las plantas, algunas se encuentran mas ampliamente distribuidas que otras,
siendo mas comunes las flavonas y flavonoles, y més restringidas en su ocurrencia las

isoflavonas, las chalconas y auronas.

Los flavonoides se emplean desde hace mucho tiempo como colorantes de lana, y

actualmente se usan en la conservacién de grasas o jugos de frutas debido a las
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propiedades antioxidantes de algunas polihidroxiflavonas. Entre otras aplicaciones
mencionaremos la de los glucésidos de hidrochalconas como edulcorante, de la
rotenona como insecticida, etc (Lock, 2001).

1.4.2.6 Quinonas

Las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya coloracion puede ser desde el
amarillo palido hasta casi negro. Se encuentran frecuentemente en la corteza, en el
corazon de la madera o de la raiz, y en algunos casos en las hojas, donde su color esta
enmascarado por otros pigmentos. En general, estdn ampliamente distribuidas pero
contribuyen en muy pequefia extension a la colaboracion de las plantas superiores, a
diferencia por ejemplo de los carotenoides y antocianinas; en cambio hacen mayor
contribucion en las bacterias, hongos y liquenes. Para su mejor estudio las quinonas se
subdividen en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, quinonas isopropenoides.
Pueden ademés contener diversos grupos funcionales, anillos de furanos o pirano,
encontrarse como dimeros, ser parcialmente reducidos como los antranoles y antronas,

etc.

Las quinonas han sido reconocidas desde la antigliedad por sus propiedades tintoreas;
algunos presentan ademas otras propiedades como la emodina que es catartica;
shikonina, antimicética, plumbagina, activa para la leshmaniasis, lapachol, cilostatica,
bacteriostética, etc (Lock, 2001).

1.4.2.7 Taninos

Son compuestos fendlicos con un peso molecular comprendido entre 500 y 3000 uma.
Sus principales caracteristicas son su capacidad antioxidante —debido al elevado nimero
de grupos hidroxilo- y la capacidad de unirse a proteinas. Tambien pueden ligarse a
alcaloides, gelatinas y otros materiales, aunque parece que las interacciones tanino-
proteina son la base de sus actividades bioldgicas. Por su capacidad astringente las
plantas con taninos se utilizan frecuentemente como antidiarreicos y en el tratamiento

de heridas y quemaduras, favoreciendo la cicatrizacion de las mismas.
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Quimicamente hay dos tipos principales de taninos: hidrolizables y no hidrolizables.
Presentan una distribucion desigual en las plantas; los no hidrolizables estan presentes
de forma general en los helechos y las gimnospermas, mientras que los hidrolizables
solo estan presentes en las dicotiledoneas (Castillo y Martinez, 2007).

1.4.3 Importancia de los metabolitos secundarios

A lo largo de la historia, los metabolitos secundarios de las plantas han sido utilizados
por la humanidad convirtiéndose en una fuente inagotable de compuestos quimicos y
complejas sustancias activas, que desde hace muchos afios han sido explotadas por el

hombre.

Asi mismo es importante destacar que a pesar de todos los esfuerzos de naciones,
instituciones gubernamentales y no gubernamentales e investigadores en aumentar el
nivel y el caudal de conocimientos adquiridos sobre las metodologias de transformacion
secundaria (de frutos, flores, semillas, hojas y tallos) y de la identificacion vy
caracterizacion de los metabolitos secundarios de especies vegetales priorizadas, en la
actualidad solo uno pocos metabolitos se utilizan de forma industrial, por lo que se ha
creado la necesidad de generar opciones Yy alternativas de produccién enfocadas al uso
sostenible de todos aquellos recursos vegetales disponible en el entorno trabajando
activamente en la deteccion y caracterizacién de sustancias producidas por diferentes
especies promisorias que pueden tener aplicacion en la industria (cosmeética,

farmacéutica, textilera y agroalimentaria) (Torres, 2004).

1.5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

1.5.1. Definicion
La actividad de una sustancia antimicrobiana se define como: la habilidad especifica o

capacidad de un producto de lograr su efecto planeado” y se basa en la medicion de

algun atributo del producto, por ejemplo su efecto inhibitorio frente a un determinado
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microorganismo (halo de inhibicion) se determina por el método analitico mas

adecuado, normalmente métodos de analisis microbioldgicos.

La potencia debe ser una propiedad o atributo definible y medible para un producto
biolégico o semisintético, y debe estar presente en los estudios de estabilidad, con el
animo de verificar la conformidad del producto en lo que respecta su calidad (Martinez,
2005)

Es comin el empleo de partes vegetales con la finalidad de obtener varios efectos
terapéuticos y que han sido respaldados por estudios cientificos. Entre las variadas
aplicaciones terapéuticas de los vegetales se incluye la accion antibacteriana. Los
hallazgos obtenidos del estudio de vegetales con potencial terapéutico podran servir
como instrumento de apoyo médico-social para un mayor grupo poblacional,
principalmente el mas carente, estando también la industria farmacéutica més interesada

en los conocimientos de esta area (De Paula Y Martinez, 2000).

1.5.2. Sustancia antimicrobiana

Un antibiotico se define como aquella sustancia producida natural o sintéticamente, para

inhibir la supervivencia de microorganismos.

Dentro de los grandes grupos de antibioticos, se destaca el grupo de los beta-lactamicos,
quienes actlan inhibiendo la dltima etapa de sintesis de pared celular bacteriana y
constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y es la mas utilizada a nivel
clinico. Son compuestos de accion bactericida lenta, independiente de la concentracion
plasmatica, presenta baja toxicidad y un amplio margen terapéutico, su espectro se ha
ampliado a través de los afios al incorporar moléculas para ampliar su actividad
bactericida; pero la aparicién de resistencias adquiridas ha limitado su eficacia en

determinadas situaciones (Marin, 2003).
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1.5.3. Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana

Bajo las condiciones adecuadas, la actividad potencia de los antibiéticos puede
demostrarse por su efecto inhibidor sobre los microorganismos. La reduccion en la
actividad antimicrobiana también revela cambios sutiles no comprobables mediante

métodos quimicos.

Las bacterias tienen diferente sensibilidad a distintos agentes antibacterianos, por ello es
de gran importancia realizar este tipo de pruebas, las cuales se basan en el
enfrentamiento in vitro de la bacteria con distintas concentraciones del agente. La
evaluacion de esta sensibilidad nos servird para la seleccion del compuesto mas

adecuado en el tratamiento de una infeccion bacteriana (Gamazo, 2000).

Los métodos més utilizados para determinar la sensibilidad de una bacteria a agentes

microbianos son la difusion en agar y la dilucion en caldo o agar.

1.5.4. Metodo de difusion en agar

Se caracteriza por ser facilmente estandarizable y estar indicado para microorganismos
no exigentes de crecimiento rapido. Consiste en depositar en la superficie de una placa
de agar previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel filtro

impregnados con los diferentes antibidticos (Taroco et al., s.f.).
Esta técnica se fundamenta en lo siguiente:

El medio de cultivo se siembra con la correspondiente cepa microbiana de ensayo
mediante vertido en cajas, sobre el medio de cultivo, en puntos adecuadamente
distanciados entre si, se colocan cantidades definidas del antibidtico a ensayar y del

antibidtico estandar como patron de comparacion.

Para la aplicacién de estos antibidticos se utilizan pequefios cilindros, pocillos o
perforaciones practicadas en el medio de cultivo. Durante la incubacién se proceden

alrededor de los puntos de aplicacion del antibidtico, unos halos de inhibicién exentos
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de crecimiento microbiano y cuyo didmetro constituye una medida relativa de la
actividad del antibiético en cuestién. Comparando el didmetro de los halos de inhibicion
del patron de antibidticos con el del antibiético sometido a ensayo, puede calcularse la
actividad de este ultimo (Merck, 1994).

1.5.5. Método de dilucion en caldo o agar

Consiste en exponer a las cepas a estudiar a diferentes concentraciones de
antimicrobiano, y observar el crecimiento de los microorganismos para luego definir la

concentracion minima inhibitoria (CIM) (Taroco et al., s.f.).

Este método depende de la inhibicion del crecimiento de un cultivo microbiano, en una
solucion uniforme del antibidtico (diluciones), en un medio fluido (caldo), que es
favorable para el crecimiento del microorganismo, en ausencia del antibiotico. Se
realiza para sustancias antimicrobianas que se evallien con microorganismos de rapido
crecimiento, se mide la turbidez del caldo de cultivo por medio de método
espectrofotométrico o colorimétricos, se realiza una curva de cantidad de
microorganismos que ha crecido, contra las concentraciones de las respectivas

diluciones de antibiotico (Martinez, 2005).

1.5.6. Factores que influencian en la actividad antimicrobiana

Las siguientes variables son algunas de las de mayor importancia que se deben

considerar, para evitar las posibles variaciones en los resultados esperados.

1.5.6.1. Profundidad del agar

La profundidad de la capa de agar afecta los resultados. Se debe procurar estandarizar el
volumen medido de agar fundido antes de depositarlo en las cajas, dado que existe una

relacion inversamente proporcional entre el didmetro del halo formado y el grosor de la
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placa de agar solidificado. Esto quiere decir que si es adicionado un volumen grande de
agar en la placa, pueden generarse halos con didmetros menores o viceversa, cuando las

demas condiciones permanecen constantes (Pedraza y Castellanos, 2009).

1.5.6.2. Concentracion del inoculo

Es una variable importante, con capacidad de modificar la respuesta (halo de inhibicion)
es la concentracion de suspension del microorganismo seleccionado (inoculo). La
magnitud del diametro del halo que se obtiene es inversamente proporcional a la
concentracion del inoculo con las deméas concentraciones constantes. La suspension
utilizada debe ofrecer una concentracién del microorganismo conocida de 10° a 10°
UFC/ml, bajo estas concentraciones se obtienen respuestas instrumentales dentro de
valores razonables es decir superiores a 10 mm de diametro (Pedraza y Castellanos,
2009).

1.5.6.3. Temperatura de incubacion

La uniformidad de la temperatura de incubacion es indispensable. El apilamiento de
placas genera gradientes de temperatura, por lo que en las placas mas externas, podria
presentarse un crecimiento mas acelerado que en las placas que se encuentran en el
centro del apilamiento, lo que finalmente ocasionaria respuestas diferentes, no

comparables (Davis y Stout, 1971).

La temperatura que se emplea para la incubacion de las placas, debe ser la adecuada
para el microorganismo inoculado, de esta forma, se incuba el microorganismo a su
temperatura Optima de crecimiento para que sea la sustancia antimicrobiana
(antibidtico) quien ejerza su efecto inhibidor del crecimiento y no otra condicién, como

este caso, la temperatura (Pedraza y Castellanos, 2009).
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1.5.6.4. Naturaleza del borde del halo de inhibicién

Dado que en gran medida, cualquier conclusion tomada a partir de las pruebas de
difusion en gel para determinar la potencia de un antibiético, depende de los halos de
inhibicién medidos, se deben determinar de tal modo que el valor tomado, sea lo mas
aproximado posible al borde real del halo. Sin embargo, en la practica se observan halos
con bordes: difusos, indefinidos, dobles, dificiles de medir; esto se debe a que el
organismo inoculado en el medio de agar se enfrenta a un gradiente de concentracion
del antibidtico, generalmente menor a medida que se aleja de la fuente (pozo) lo que da
lugar a la formacién de una zona de inhibicién parcial, generando la sensacion de
degradacion en los bordes del halo, como una zona difusa dificil de medir, a esto se le
adiciona el hecho que el diametro de los halos son caracteristicas que se miden en
funcion del tiempo ya que no son estaticos y después de determinado tiempo de
incubacion generan cambios como sobrecrecimiento que distorsiona y dificulta la

lectura.

En algunos casos, se presenta el fendmeno de la formacion del doble halo siendo el halo
interno el que manifiesta completa inhibicion, lo que se observa mediante un halo bien
definido en su borde y transparente hasta donde las caracteristicas del medio lo
permitan. Por su parte el halo externo se ve menos transparente y con bordes poco

definidos, lo que dificulta su lectura (Pedraza y Castellanos, 2009).

La lectura de los halos de inhibicion deben interpretarse como sensible (S), intermedio
(D) vy resistente (R), segln las categorias establecidas por el National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Ademas, el comité establece por regla
general, que un diametro de inhibicion de 30 a 35 mm es indicativo de una cepa
altamente sensible, mientras que, didmetros de zona de inhibicion inferiores a 15 mm

son los que presentan las cepas resistentes (Picazo, 2002).

1.5.6.5. Composicién quimica del medio de agar

Se conoce que muchos medios no son apropiados para el crecimiento de algunos

microorganismos, con lo que se hace necesario buscar un medio que llene los
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requerimientos nutricionales del modelo microbioldgico seleccionado, del tal modo que

ofrezca las condiciones Optimas para su crecimiento.

Por otra parte en el medio seleccionado se debe verificar el contenido de ciertas
sustancias, especialmente electrolitos, que pueden afectar la difusion de la sustancia
antimicrobiana cuando ésta sufre algun tipo de interaccion por cargas, lo que finalmente
obstaculiza el efecto inhibitorio del antibidtico frente al microorganismo ya que el
mismo no difunde libremente a través del centro del liquido por sus repulsiones de

naturaleza eléctrica (Pedraza y Castellanos, 2009).

1.5.6.6. Tiempo de incubacion

Dado que el halo de inhibicion formado, depende del tiempo de incubacion, se debe
tener un tiempo de lectura fijo, para evitar errores en las determinaciones de los
didmetros de los halos formados, ya que después de pasado el tiempo adecuado de
lectura se presentan problemas como sobrecrecimiento. Las lecturas en diferentes
tiempos de una prueba a otra, no son comparables de forma estadistica y mucho menos

aptos para el calculo de potencia (Pedraza y Castellanos, 2009).

1.5.6.7. Volumen de la concentracion del antibi6tico a servir

El volumen de la concentracion del antibidtico a servir en el pozuelo debe ser siempre el
mismo, para que actle como un reservorio de concentracion constante. En el desarrollo
experimental se emplean volumenes estandar, normalmente se aplica en cada reservorio
un volumen de 100 ul, de las diferentes concentraciones de las diluciones del

antibiotico (Pedraza y Castellanos, 2009).
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1.5.7. Medios de Cultivo

1.5.7.1. Mueller Hinton

Medio para el ensayo de sensibilidad, o para resistencia de agentes patdgenos
medicamente importantes frente a antibiéticos y sulfamidas. Este medio es utilizado
para la realizacién del ensayo de difusion en placas. La composicién de este medio
garantiza, por una parte, condiciones favorables de crecimiento y por otra parte cuanta
con la ausencia de antagonistas de las sulfamidas. Contiene infusion de carne e
hidrolizado de caseina y almidén (Merck, 1994).

El medio que se utiliza es el Mueller-Hinton pero puede ser suplementado para bacterias

exigentes (Gamazo, 2000).

1.5.7.2. Papa dextrosa

Es un medio muy usado que sirve para aislar todo tipo de hongos. Los mas importantes
hongos parésitos de insectos, al igual que los parasitos de plantas y los hongos
saprofitos crecen muy bien y esporulan en este medio. La infusion de papa como fuente
de almidones y la dextrosa son la base para el crecimiento de hongos y levaduras. El
bajo pH (3.5) evita el crecimiento de las bacterias. Cuando se va a usar para el recuento
de hongos y levaduras, agregar al medio de cultivo una vez esterilizado y enfriado
aproximadamente a 45°C, 14 ml de una solucion estéril de acido tartarico al 10% para

obtener un pH aproximado de 3.5 (Dibico, 2014).

1.5.8. Cepas Bacterianas

1.5.8.1. Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos de 0,5 — 1 mcm de diametro, inmdviles, aerobios o

anaerobios facultativos, caracterizados por su agrupacion en forma de racimo. Crecen a
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una temperatura optima de 37°C y se desarrolla mejor en un pH ligeramente alcalino de
7,6 la adicién de glucosa favorece el crecimiento (Pefiaranda, 2003).

Forma parte de la flora normal de mucosas y piel e intervienen en procesos patoldgicos

diversos como infecciones supurativas e intoxicaciones alimenticias (Arévalo, 1996).

Staphylococcus aureus es una bacteria que puede causar infeccion en todos los grupos
de edad tanto en forma esporadica como epidémica y se ha identificado como una de las
principales causas de infeccion de herida quirdrgicas. Su principal forma de transmisién

es por contacto (Uribe, 2003).

1.5.8.2. Escherichia coli

Es un bacilo de 1 — 3 um por 0,5 um, que se presenta solo, en pares, en cortas cadenas o
formando grupos. En general es movil (por flagelos peritricos), aunque existen variantes
inmoviles no flageladas. No forma esporas y por lo general es no capsulado y gram
negativo. En cultivos jovenes la forma cocobacilar es bastante frecuente; en los viejos se
presentan formas de una dimensidbn mayor. Este bacilo es aerobio y anaerobio
facultativo. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C, pero posee propiedades
de desarrollo en una gama bastante amplia de temperaturas; el pH favorable es de 7,

algunas cepas producen hemolisina (Pefiaranda, 2003).

Se ha considerado inicialmente solo como un habitante del intestino, desde hace cerca
de tres décadas se empez6 a estudiar su poder enteropatdégeno. Se ha visto que las cepas
toxigénicas de E. coli pueden producir un a enterotoxina termolabil (TL), una
termoestable (TS) o ambas. La TL es una proteina de alto peso molecular, que
bioguimicamente es muy similar a la toxina de Vibrio Cholerae, activando la
adenilciclasa. Es inactivada a 60°C, la TS es una pequefia molécula relativamente

estable al ser hervida (Rodriguez, 1995)
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1.5.8.3. Pseudomona aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo aerobio con un flagelo polar. Cuando se cultiva en medios
adecuados produce piocianina, un pigmento azulado no fluorescente. Es un
microorganismo comun en el medio ambiente y puede encontrarse en las heces, el
suelo, el agua y las aguas residuales. Puede proliferar en ambientes acuaticos, asi como
en la superficie de materias organicas propicias en contacto con el agua. Pseudomonas
aeruginosa es una fuente conocida de infecciones intrahospitalarias y puede producir
complicaciones graves. Se han aislado en gran variedad de ambientes himedos, como
fregaderos, bafios de agua, sistemas de distribucion de agua caliente, duchas y bafieras
de hidromasaje.

Pseudomonas aeruginosa puede causar diversos tipos de infecciones, pero rara vez
causa enfermedades graves en personas sanas sin algun factor predisponente. Coloniza
predominantemente partes dafiadas del organismo, como quemaduras y heridas
quirurgicas, el aparato respiratorio de personas con enfermedades subyacentes o las
lesiones fisicas en los 0jos. Desde estos lugares puede invadir el organismo y causar

lesiones destructivas o septicemia y meningitis.

1.5.9. Cepas Fungicas

1.5.9.1. Candida albicans

La especie patdgena mas frecuente en el hombre es la Candida albicans. Estos hongos
viven como saprofitos sobre la piel y las mucosas del tracto respiratorio, digestivo y
genital femenino, de preferencia en pacientes diabéticos y durante el embarazo. Es una
levadura, redonda u ovoide con 3 mcm de diametro, con o sin gemacion. Forma parte de
la flora normal de la boca, tubo digestivo y vagina. Y esta considerada como la mas

patdgena de este género (Arévalo, 1995).

Microscopicamente se puede observar que en el tejido se forma un micelio con hifas

delgadas y seudohifas, ademas de células micéticas levaduriformes pequefias. Estas
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células pueden mostrar gemacion. Las hifas y seudohifas penetran en el tejido como lo
hacen las raices de una planta. Presentan rasgos clinicos como dolor de eséfago y
dificultad para comer, infeccion del torrente sanguineo y enfermedad diseminada
normalmente con fiebre, raramente: pulmonia, osteomielitis y artritis (Roncancio,
2001).

1.6. ACTIVIDAD LETAL

1.6.1. Definicion

La toxicidad en vivo de un organismo animal puede usarse como método conveniente
para el seguimiento y fraccionamiento en la bldsqueda de nuevas productos naturales

bioactivos (Sanchez y Neira, 2005).

1.6.2. Bioensayo de Artemia salina

El ensayo de letalidad de Artemia salina se basa en la posibilidad de causar la muerte de
larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio. Este método fue propuesto por
Michael y colaboradores, y posteriormente desarrollado por Vanhaecke y colaboradores,
asi como Sleet y Brendel, con el propdsito de contar con una herramienta util y sencilla
para la determinacion de toxicidad. Este método, en el cual se determina el valor de la
concentracion letal media (CLsp) de compuestos y extractos en medio salino, ha sido
utilizado para la deteccion de toxinas de hongos y cianobacterias, toxicidad de extractos
de plantas, metales pesados y para predecir citoxicidad de compuestos puros (Fernandez
et al., 2009).

1.6.3. Artemia Salina

Pertenece a la clase de los crustaceos. Presenta un cuerpo de aspecto variable,

segmentado, delgado; su longitud oscila entre 10-12 mm y la variabilidad depende
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segun el tipo de especie y de las caracteristicas del medio donde habitan, especialmente
la salinidad (Gualdron, 1994).

Artemia salina L. (Artemiidae), la larva de camardn de salmuera, es un invertebrado
utilizado en el ensayo alternativo para determinar la toxicidad de los productos quimicos
y naturales (Parra et al., 2001).

Habita en aguas saladas y zonas salubres. Se desplaza velozmente sobre su dorso por el
agua y constituye una parte fundamental dentro de la cadena alimenticia en los
ecosistemas donde vive (Forero, 2002).

Este organismo es facil de cultivar y manipular en laboratorio, es sensible a una gran
variedad de toxicos; y genera resultados confiables en cuanto a una alternativa poco
costosa, sencilla y rapida. Puede ser usada de manera rutinaria en la investigacién
fitoquimica y permite crear una base para adelantar posteriores estudios, que brinden
aplicaciones (Forero, 2002)

El estudio de toxicidad usando Artemia salina L, resulta muy econdmico, reproducible y
utiliza un gran nimero de organismos que permiten una buena evaluacion estadistica
(Monguelli et al., 1995).

1.6.4. Importancia del Bioensayo de Artemia salina

En la actualidad muchos de los medicamentos empleados para el tratamiento de diversas
enfermedades incluyendo el cancer son obtenidos de especies vegetales. La metodologia
para la busqueda de estas nuevas sustancias con actividad citotdxica es muy variada, sin
embargo existen algunos reportes donde se propone el método de nauplios de Artemia
salina, como un estudio inicial para dirigir la busqueda de compuestos citotoxicos a

partir de extractos vegetales (Garcia y otros, 2013).

Este bioensayo es aplicable a compuestos con estructuras y modos de actividad

diversos, lo que le otorga la caracteristica de ser de amplio espectro, de ahi que sea
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usado como método de andlisis para detectar residuos de pesticidas, micotoxinas,

anestésicos y compuestos de tipo morfinico entre otros (Gualdréon, 1994).

Los extractos positivos al bioensayo se someten al estudio quimico detallado para llegar
a compuestos puros 0 mezcla de compuestos, los cuales se someten de nuevo al
bioensayo, para hacer la seleccién en base a la concentracion letal 50 (CLso) (Garcia et
al, 2013).
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2. DISENO METODOLOGICO

2.1. Localizacion de la Investigacion.

El presente trabajo de investigacion, se realiz6 en la Planta Piloto de Farmacia, de la
Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de
Machala.

2.2. Universo de trabajo.

Se tom6 muestra de las plantas a analizarse (M. officinalis y C. citratus), que son
cultivadas y vendidas en la Provincia de EIl Oro.

2.3. Tipo de muestra.

Para el analisis y la investigacion respectiva se utilizé las hojas de las plantas C. citratus

(hierba luisa) y M. officinalis (toronjil).

2.4. Materiales.

2.4.1. Materiales de laboratorio

- Guantes

- Tamiz con luz de 1,5mm
- Baldn de destilacion

- Tubos de ensayo

- Gradilla

- Pipetas volumétricas

- Pipetas automaticas
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- Pipetas Pasteur

- Pera de succion

- Vasos de precipitacion (100, 250 y 500 ml)
- Erlenmeyer (250 y 500ml)

- Luna de reloj

- Cajas Petri

2.4.2. Otros materiales

- Tijeras

- Papel periddico

- Lavacara

- Lépiz graso

- Hisopos

- Triturador

- Molino

- Papel aluminio

- Toallas absorbentes
- Fundas plasticas
- Lampara de 75W
- Lupa

- Papel filtro

2.4.3. Equipos

- Estufa
- Rotavaporador
- Céamara de vapor

- Balanza analitica
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- Lémpara UV
- Incubadora

- Autoclave

- Cocineta

2.4.4. Sustancias

- Agua destilada

- Hexano

- Metanol

- Cloroformo

- Acido clorhidrico al 1%

- Reactivo de Dragendorf

- Reactivo de Mayer

- Acido picrico al 1%

- Carbonato de sodio al 10%
- Reactivo de Kedde

- Anhidrido acético

- Acido sulfarico concentrado
- Virutas de Mg

- Hidroxido de potasio al 5%
- Hidroxido de sodio al 5%
- Reactivo de Baljet

- Solucion de Sudan 111

- Reactivo de Arnow

- Solucién de Fe (I11) al 5%
- Dimetilsulfoxido

- Agua de mar

- Agar Mller Hinton

- Agar Papa-dextrosa

- Reactivo de BAW
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- Cetona
- Alcohol potable

2.5. METODOS

2.5.1. Tipo de Investigacion

Descriptivo — Analitico: Este tipo de estudio se basa en la descripcion de cada una de
las plantas a investigar y en el analisis fitoquimico, actividad letal, antibacteriano y
antifangico de las mismas, para determinar los ingredientes activos en cada especie, a

las cuales deben sus propiedades medicinales.

2.5.2. Seleccion de las muestras

Las muestras a investigarse de las plantas C. citratus (hierba luisa) y M. officinalis
(toronjil) fueron recolectadas en los diferentes puntos de cosecha de los cantones Pasaje,
El Guabo y otros alrededores de la provincia de EIl Oro, durante los meses de agosto y
septiembre de 2014.

2.5.3. Procesamiento del material vegetal

Se separd las hojas de las plantas, luego se lavd con agua corriente para después poner a

secar al ambiente por 24 horas y luego a la estufa a 40°C, igual por 24 horas.

Se trituro las hojas secas hasta convertir en particulas mas pequefias posible con tamiz

de 1,5mm, tratando de obtener casi polvo de igual tamafio de particula.
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2.5.4. Preparacion de extractos organicos (Miranda, 2002)

Se pueden utilizar diversos solventes de tipo organico, pero en esta investigacion se usé

metanol como el solvente méas polar, y hexano como el menos polar.

Los metabolitos secundarios pueden ser extraidos aplicando diversos métodos,

dependiendo del solvente, en este caso se utilizd el método de maceracion. De la

siguiente manera:

Se pesd una cantidad del material vegetal (hojas molidas) aproximada de 75g.

Se colocd una cantidad suficiente de solvente, de tal manera que cubra

totalmente el material vegetal.
Se dejé en maceracion por 24 horas, se filtro y el filtrado se le almacend.

Al residuo se llevd nuevamente a maceracion, iniciando con el solvente menos

polar hasta el mas polar.
Se volvid a filtrar y se colocé el filtrado en un recipiente de vidrio.

Por ultimo, se llevd el filtrado combinado al rotavaporador (temperatura y

presion controlada), hasta evaporacion maxima del solvente.

Se envaso el extracto en un vial pequefio, para que el poco solvente que quedo se
evapore a temperatura ambiente hasta obtener agotamiento total y obtener un

extracto seco.

2.5.5. Tamizaje fitoquimico Marcano y Hasegawa (2002) y Miranda (2002),

Se realizd la deteccion de las familias de metabolitos secundarios presentes en

Cymbopogon citratus (hierba luisa) y Melissa officinalis (toronjil), de la siguiente

manera.
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- Ensayo para identificacion de alcaloides

Prueba de Dragendorff

Utilizado para detectar la presencia de alcaloides se debe tomar en cuenta si el extracto
estd disuelto en solvente orgéanico este debe evaporarse en bafio de agua y residuo
redisolverse en 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua. Si se trata de un extracto
acuoso a la alicuota se le afiade una gota de acido clorhidrico concentrado (calentar
suavemente y dejar enfriar hasta acidez) Para el ensayo a la solucion acuosa acida se le
afiade 3 gotas del reactivo de Dragendorff y se observa si hay opalescencia, turbidez
definida y precipitado.

Prueba de Wagner

Se parte de la solucion acida de igual forma que en los casos anteriores. A esta solucion
se le adiciona 2 ¢ 3 gotas del reactivo de Wagner y se reporta los resultados de igual

forma que la reaccion anterior.

Prueba de Mayer

Se parte de la solucion acida de igual forma que en los casos anteriores. A esta solucion
se le adiciona 2 o 3 gotas del reactivo de Mayer y se reporta los resultados de igual

forma que en la reaccion anterior.

- Ensayo de identificacion de glicosidos cianogénicos y cardiotonicos

Para detectar glicosidos cianogénicos, al material fresco macerado se le afiadiran unas
gotas de cloroformo y se calentara entre 50 y 70 °C en un tubo de ensayo cerrado, los
vapores seran puestos en contacto con un papel filtro impregnado en una solucion al 1%
de &cido picrico en carbonato de sodio al 10%. Los compuestos cianogénicos se pueden

identificar por la aparicion de una mancha roja sobre el papel.
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Prueba de Kedde

Los glicosidos cardiotonicos por la reaccién con una mezcla 1:1 recién preparada, de
4cido 3,5-dinitrobenzoico (2%) y KOH (0,5 mol * L™). La presencia de glicésidos

cardiotdnicos fue detectada por la aparicién de un color rojo violeta.

- Ensayo para identificacion de triterpenos y/o esteroides

Prueba de Lieberman-Buchard

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides en ambos
tipos de productos debe poseer un nucleo del androstano, generalmente insaturado en el
anillo B y la posicion 5-6. Para ello si la alicuota no se encuentra en cloroformo debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo.
Se adiciona 1mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayo

se dejan resbalar 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar.
Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:

- Rosado-azul muy répido
- Verde intenso-visible aunque rapido

- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades
importantes de estos compuestos. Para realizar este ensayo no puede haber agua en el
medio de reaccion, pues ésta con el cido sulfirico reacciona de forma violenta y puede

ocurrir un accidente.

La reaccion de Liebermann-Buchard es también utilizada para diferenciar las estructuras
esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones azul o azul
verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo rosado o purpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas, y

esteroides saturados que puedan estar presentes.
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- Ensayo para identificacion de flavonoides

Ensayo de Shinoda

A un ml del extracto, se le agregara 0,5 g de virutas de Mg y, HCI concentrado gota a
gota, hasta que termine el desprendimiento de hidrogeno y durante 10 minutos se
observara los cambios de color en la solucion. La aparicion de una coloracién amarilla a
roja es indicativo de flavonas y flavonoles; rojo a magenta de flavanonoles; rojo
magenta, violeta y azul de flavanonas.

- Ensayo para identificacion de quinonas

Prueba de Borntrager

Es util para detectar la presencia de quinonas. Si la alicuota no esta en cloroformo debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1mL de cloroformo.
Se adiciona 1 mL de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio o amonio al 5% en agua.
Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion. El ensayo

es positivo cuando la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado.

- Ensayo para identificacion de compuestos lactonicos (cumarinas)

Prueba de Baljet

Es atil para reconocer la presencia de compuestos con agrupamiento lacténico en
particular Cumarinas, aunque otros compuestos lacténicos pueden dar resultado
positivo. Si la alicuota de la muestra a probar no esta en alcohol debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en 1 mL de alcohol. Seguidamente se afiade 1
mL de reactivo. La prueba es positiva cuando aparece una coloracion o precipitado de

color rojo
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- Ensayo para identificacion de compuestos grasos

Prueba de Sudan 111

Permite conocer en un extracto la presencia de compuestos grasos para ello, cuando un
extracto etéreo se evapora a sequedad en presencia de una solucién de Sudéan Il al 0,6
% en glicerina-agua (1:1) La aparicion de gotas oleosas de color rojo-oscuro, indica la
presencia de lipidos y/o aceites esenciales.

- Ensayo para identificacion de catequinas

Prueba de catequinas

Para ello, tomar de la solucion alcohodlica obtenida, una gota con la ayuda de un capilar
y aplique la solucién sobre papel filtro. Sobre la mancha aplique solucion de Carbonato
de Sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV indica positiva la

prueba.

- Ensayo para identificacion de resinas

Prueba de resinas

Para detectar este tipo de compuesto se adiciona a 2 mL de la solucién alcoholica, 10

mL de agua destilada. La aparicion de un precipitado indica un ensayo positivo.

- Ensayo para identificacion de saponinas

Prueba de espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5
veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de

2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.
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- Ensayo para identificacion de fenilpropanoides
Prueba del reactivo de Arnow

Una pequefia cantidad del extracto crudo se disolviden etanol y se afiadid6 1 mL de la
solucion del extracto etandlico en tres tubos de ensayo. El primero sirve como patron de
comparacién, al segundo se le afiaden 2 mL de HCI 0,5 mol * L™, 2 ml de la solucién
acuosa de nitrito de sodio al 10 % (reactivo de Arnow) y 2 mL de la solucién acuosa de
NaOH 2 mol * L™, y, en el tercer tubo, se adicionan todos los reactivos sin la muestra

que también sirvié como testigo.

El reactivo de Arnow, en presencia de fenilpropanoides, presenta una coloracion naranja

y después de la adicion de NaOH se cambia a rosado purpura.

- Ensayo para identificacion de compuestos fendlicos y/o taninos

Prueba de cloruro de Fe (I11)

Permite reconocer la presencia de compuestos fenolicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcoholico se afiade 3 gotas de una
solucion de Fe (111) al 5% en solucidn salina fisiologica (cloruro de sodio al 0,9% en
agua). Si el extracto es acuoso el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una
alicuota de extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una
solucion de Fe (I11) al 5% en solucion salina fisiologica, un ensayo positivo puede dar la

siguiente informacion general:

a) Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
b) Desarrollo de una coloracion verde-intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

c) Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalonicos.
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- Ensayo para identificacion de mucilagos

Permite reconocer en los extractos de vegetales la presencia de esta estructura tipo
polisacérido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa que aumenta la
densidad del agua donde se extrae. Para ello una alicuota del extracto en agua se enfria a

0-5°C, si la solucién toma una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo.

2.5.6. Actividad biolégica antimicrobiana Marcano y Hasegawa, 2002

Para la determinacion de la actividad antibacteriana y antifingica se empled la siguiente
metodologia:

Técnica de difusion en agar (antibiograma)

- Actividad Antibacteriana

= Se prepar6 el medio (agar Miller Hinton) y los extractos a concentraciones de 20 y
40 mg/mL.

= Se procedié a inocular en el medio solidificado la suspension bacteriana de
concentracion conocida (10° células/mL) de las diferentes cepas (E. coli, S. aureus
y P. aeruginosa)

= Se hicieron unos pocillos de 6mm de didmetro en el medio inoculado y se
colocaron 10 ¢ 25 pL de una solucién (extractos preparados a concentraciones de
20 y 40 mg en 1 mL de un solvente adecuado).

= Luego se llevd a incubar a 37°C por 24 h. La accidn antibacteriana se medid
tomando el didmetro (mm) del crecimiento bacteriano alrededor del disco (halo de

inhibicion).
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- Actividad antifungica

= Se incub6 cepas de hongos en tubos, a temperatura ambiente por una semana.
Transcurrido este tiempo, se le agregaron aproximadamente 10 mL de agua
destilada estéril a cada tubo para remover las esporas y se filtraron sobre gasas
esteriles, para obtener la solucion esporangial.

= Utilizando hisopos estériles, se colocé la solucion obtenida sobre las capsulas o
placas de Petri, previamente preparadas con el agar papa dextrosa (PDA).

= Seguidamente, se aplico la técnica del antibiograma, haciendo unos pocillos de
6mm de diametro en el medio inoculado y colocando 10 ¢ 25 pL de una solucion
(extractos preparados a concentraciones de 20 y 40 mg en 1 mL de un solvente
adecuado).

= Se llevo a incubacion por 48 horas a temperatura ambiente. La actividad fué
detectada al medir el diametro (mm) del halo de inhibicion que se observo

alrededor del disco.

2.5.7. Actividad toxica o letal Meyer et al, 1982

Se determind la actividad letal del extracto crudo de las hojas de las plantas, contra

larvas del crustaceo A. salina, aplicando la metodologia de la siguiente manera:

- Se prepard una solucion de 10 000 pg/mL del extracto, en una mezcla
H,O/DMSO segun la solubilidad del extracto (20mg en 0,5mL DMSO y 1,5 mL
agua destilada).

- A partir de ésta, se prepararon soluciones de 1000; 100; 10 y 1 pg/mL mediante
diluciones sucesivas con agua de mar filtrada.

- Se coloco en tubos de ensayo, los mismos que contenian entre 10 y 15 nauplios

de A. salina.
- Se llevo a eclosionar por 24 horas, en ese periodo se mantuvo la luz artificial

encendida y con oxigeno constante.
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- Por cada concentracidn, se realizaron tres réplicas y un control con igual nimero
de réplicas.

- Lacuantificacion de la mortalidad de los nauplios se llevé a cabo pasadas las 24
horas y analizadas usando diversos métodos estadisticos disefiados para

determinar la concentracion letal media (CLso).

59



3.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante este trabajo de
investigacion expresados en tablas y figuras, correspondientes a datos de analisis
fitoquimico de los extractos de las dos especies mencionadas anteriormente, asi como

de la bio-actividad observada para los mismos (actividad antimicrobiana y letal o

toxica):

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION DE EXTRACTOS

Tabla 1. Rendimiento porcentual (%) de los extractos hexanicos y metandlicos de las

plantas en estudio

Especie Extracto  Masa inicial (g) exgg:%) Rend(:)r);)lento
C. citratus EH 12 0,1280 1,07
(hierba luisa)
EM 12 0,4698 3,92
M. officinalis EH 10 0,1811 1,81
(toronjil)
EM 10 0,5446 5,45

EH: Extracto de Hexano;

EM: Extracto de Metanol

12

10

0+
Masa inicial (g)

B C. citratus EH

B C. citratus EM

M. officinalis EH
B M. officinalis EM

..H
Masa del Rendimiento
extracto (g) (%)

EH: Extracto de Hexano;

EM: Extracto de Metanol

Figura 1. Variacion de los valores de la masa y rendimiento porcentual (%) de
extraccion de las plantas en estudio.

60



La tabla 1, muestra la comparacion de los valores obtenidos del rendimiento porcentual
de los diferentes extractos, siendo evidente que el rendimiento es mayor al emplear
como solvente el metanol (polar) y obteniendo una cantidad mayor de extracto para la
especie M. officinalis, estos valores dependen de distintos factores como las condiciones
agronomicas del suelo, las malezas presentes que compiten por nutrientes con la planta,
el momento en el que se cosechan y las partes usadas para la extraccion, segun la OMS
(2009).

3.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Tabla 2. Familia de metabolitos secundarios presentes en los diferentes extractos de las
plantas en estudio

C. citratus M. officinalis % de
Familia de metabolitos metabolitos en
EH EM EH EM
los extractos

Saponinas - - - - 0
Taninos y polifenoles - - - - 0
Glicosidos cardioténicos - - + - 25
Glicosidos cianogénicos - - - - 0
Alcaloides - - - - 0
Cumarinas y

- + + - 50
metilencetonas
Flavonoides - - - - 0
Esteroles y triterpenos + + + + 100
Fenilpropanoides - + - + 50
Antraquinonas - - - - 0
Catequinas - + - + 50
Resinas - - - - 0
Mucilagos + + + + 100
Acidos grasos - - - - 0

% de diferentes
) 14,3 35,7 28,6 28,6
metabolitos en el extracto
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40 -

C. citratus EH

H C. citratus EM

/ M. officinalis EH
10 -

H M. officinalis EM

% de diferentes metabolitos en el
extracto

EH: Extracto de hexano; EM: Extracto de metanol.

Figura 2. Representacion de los porcentajes de los diferentes metabolitos en los
extractos en estudio

La tabla 2, muestra las familias de metabolitos secundarios presentes en cada extracto
de las especies en estudio, observandose que el extracto de hexano de C. citratus
contiene un 14,3% de metabolitos, siendo éstos los esteroles y triterpenos y los
mucilagos; a diferencia del extracto de metanol que contiene un 35,7% de metabolitos,
los cuales son cumarinas y metilencetonas, esteroles y triterpenos, fenilpropanoides,
catequinas y mucilagos, teniendo presente que el metanol al ser un solvente polar tiene
la capacidad de extraer en su gran mayoria metabolitos secundarios. Segun un estudio
farmacoldgico en el Departamento de Investigaciones Experimentales de la Unidad de
Toxicologia Experimental Villa Clara, al realizar el tamizaje a un extracto
hidroalcoholico de esta misma especie se corrobord la presencia de compuestos
reductores, alcaloides y taninos, y se observd gran concentracion de flavonoides y
triterpenos (BETANCOURT, 2015); sin embargo, la mayoria de estos metabolitos no
fueron detectados en los extractos organicos analizados.

Por otra parte, en la especie M. officinalis se obtuvo un porcentaje similar de
metabolitos secundarios en los dos extractos (hexano y metanol), pero varia de acuerdo
al solvente, como es el caso del extracto de hexano que contiene glicdsidos
cardiotonicos, cumarinas y metilencetonas, esteroles y triterpenos y mucilagos, a
diferencia del extracto de metanol que contiene esteroles y triterpenos, fenilpropanoides,
catequinas y mucilagos. Segun estudios realizados en Perl, en un extracto
hidroalcoholico de esta misma especie se identificaron los siguientes compuestos
organicos: taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, glicésidos, alcaloides y
esteroides (PARDO, 2009).
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Tabla 3. Metabolitos detectados por Cromatografia en Capa Fina.

Metabolitos

. Fase movil Revelador Resultado (fotografia) Interpretacion
secundarios

Intensa fluorescencia
azul, marrén o azul-
verdosa indica la
presencia de este
metabolito.

Cumarinas Acetona u.v.

Todas las
antraquinonas dan
fluorescencia amarilla
0 rojo-marron.

Antraquinonas Acetona-Hexano (4:1) u.v.

En presencia de
polifenoles se observa
fluorescencia de color

azul intensa.

Polifenoles BAW (4:1:5) u.v.
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Fluorescencia roja,
azul o purpura indica
la presencia de este
metabolito.

Flavonoides BAW (6:1:2) UV. an;ejai/)gre:fgzsl\cli I?l exponer
3

Una gama de colores
a simple vista indica
la presencia de
algunos
fenilpropanoides

initlli o)
Fenilpropanoides Hexano-Cloroformo (3:2) Valrg(!/l(: ngezlu% d/oo 32 Ic_:l?)(r)A al

Manchas de

Terpenos Hexano-Acetona (4:1) H,SO, al 5% en etanol seguido : diver_sid_ad (_je colores
' de calentamiento a la estufa §°<§ = son indicativos de la
presencia de estos
metabolitos

La tabla 3, nos muestra los metabolitos presentes en cada extracto detectados mediante cromatografia de capa fina, fue realizada como prueba
confirmatoria de los metabolitos detectados por reactivos en el laboratorio (reacciones quimicas). En las fotografias se muestra las coloraciones
obtenidas en cada extracto: extracto metandélico de hierba luisa, extracto metandlico de toronjil, extracto hexanico de hierba luisa y extracto hexanico de
toronjil (de izquierda a derecha), siendo muy notorio las coloraciones en unos y la ausencia en otros, lo que indica la ausencia o presencia de estos

metabolitos.
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3.3. ACTIVIDAD LETAL

Tabla 4. Citotoxicidad del extracto de hexano de C. citratus frente a A. salina

N° de nauplios

Concentraciones

Porcentaje
(Hg/ml) Expuestos Muertos (%) de
mortalidad
1000 30 30 100,0
100 30 7 23,3
10 30 3 10,0
1 30 3 10,0
Control 30 2 6,7

Control: Solucién de dimetilsulfoxido (500ul) en 3,6ml de agua de mar.

La tabla 4, revela el porcentaje de mortalidad del extracto de hexano de C. citratus
frente a la larva de Artemia salina con la variacion de las concentraciones, teniendo en
cuenta que a mayor concentracion mayor porcentaje de larvas muertas, aunque el

porcentaje es similar en concentraciones de 1 y 10 pg/ml.

Tabla 5. Concentracion letal media (CLso) del extracto de hexano de C. citratus

Método CLso Limites de confianza del 95%
Estadistico (Hg/ml) Minimo Maximo
Binomial 216,53 100,00 1000,00
Moving Average 168,77 113,42 262,17
Probit 162,79 0,00 00
Logit 416,73 0,00 00

CLso: 168,77 pg/ml

La tabla 5, muestra la concentracion letal media del extracto de hexano de C.
citratus, validando el valor del método estadistico Moving Average, debido a que
nos ofrece un dato aceptable dentro de los limites de confianza, determinando por lo
tanto que la CLso de este extracto es de 168,77 pug/ml, lo cual evidencia una letalidad

significativa (Meyer et al., 1982).
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Tabla 6. Citotoxicidad del extracto de hexano de M. officinalis frente a A. salina

Concentracione N° de nauplios
S Porcentaje
(pg/ml) Expuestos Muertos (%) qe
mortalidad
10 30 5 16,7
1 31 0 0,0
COI‘]tI‘Ol 30 3 10,0

Control: Solucion de dimetilsulfoxido (500ul) en 3,6ml de agua de mar.

La tabla 6, exhibe el porcentaje de mortalidad del extracto de hexano de M. officinalis
frente a larvas de A. salina con la variacion de las concentraciones; observandose que a
mayor concentracion del extracto, mayor porcentaje de larvas muertas, aunque el

porcentaje es similar en concentraciones de 100 y 10 pg/ml.

Tabla 7. Concentracion letal media (CLso) del extracto de hexano de M.

officinalis
Método Ciso Limites de confianza del 95%
Estadistico (Mg/ml) Minimo Maximo
Binomial 267,00 100,00 1000,00
Moving Average 233,56 156,95 370,50
Probit 214,45 0,00 ©
Logit 435,75 0,00 0

CLsg: 233,56 pg/ml

La tabla 7, muestra la concentracion letal media del extracto de hexano de M.
officinalis, validando el valor del método estadistico Moving Average, debido a que
ofrece un resultado aceptable dentro de los limites de confianza, determinandose por
lo tanto que la CLsy de este extracto es de 233,56 pg/ml, lo cual es implica que este

extracto posee una letalidad moderada.
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Tabla 8. Citotoxicidad del extracto de metanol de C. citratus frente a A. salina

N° de nauplios

Concentraciones Porcentaje
(pg/ml) Expuestos Muertos (%) de
mortalidad
1000 31 25 80,6
100 30 6 20,0
10 30 0 0,0
1 30 0 0,0
Control 30 2 6,7

Control: Solucién de dimetilsulféxido (500ul) en 3,6ml de agua de mar.

La tabla 8, muestra el porcentaje de mortalidad del metanol de C. citratus frente a larvas
de A. salina con la variacion de las concentraciones, teniendo en cuenta que a mayor
concentracion mayor porcentaje de larvas muertas, que un 20%de los organismos

murieron a una concentracion de 100 pg/mly que no hubo mortalidad a 1 y 10 pg/ml.

Tabla 9. Concentracion letal media (CLso) del extracto de metanol de C. citratus

Método CLso Limites de confianza del 95%
Estadistico (pg/ml) Minimo Maximo
Binomial 358,03 100,00 1000,00
Moving Average 358,03 236,14 558,99
Probit 366,31 231,78 589,14
Logit 336,89 0,00 00

CLsg: 358,03 pg/ml

La tabla 9, presenta la concentracion letal media del extracto de metanol de C. citratus,
validando el resultado con el método estadistico Moving Average, debido a que arroja
un dato aceptable dentro de los limites de confianza, determinandose por lo tanto que la

CLso de este extracto es de 358,03 pg/mi.
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Tabla 10. Citotoxicidad del extracto de metanol de M. officinalis frente a Artemia
salina

N° de nauplios

Concentraciones Porcentaje
(pg/ml) Expuestos Muertos (%) de
mortalidad
1000 30 30 100,0
100 30 16 53,3
10 30 4 13,3
1 30 0 0,0
Control 30 2 6,7

Control: Solucion de dimetilsulfoxido (500ul) en 3,6ml de agua de mar.

La tabla 10, revela el porcentaje de mortalidad del metanol de C. citratus frente a larvas
de A. salina con la variacion de las concentraciones, observandose que a mayor
concentracion mayor porcentaje de larvas muertas, es evidente que en la concentracion
de 100 pg/ml hay un porcentaje de organismos muertos mayor al 50% y que en la de

uno no hubo mortalidad.

Tabla 11. Concentracion letal media (CLso) del extracto de metanol de M. officinalis

Limites de confianza del 95%

Método Cuso . L
Ectadistico (ng/ml) Minimo Maximo
Binomial 100,00 10,00 1000,00
Moving Average 72,25 45,19 122,11
Probit 82,04 51,04 132,07
Logit 90,31 52,46 180,70

CLso: 72,25 pg/ml

La tabla 11, muestra una CLsy de 72,25 pg/ml para el extracto de metanol de M.
officinalis, usando meétodo estadistico Moving Average, dentro de los limites de
confianza, y se podria decir que por lo tanto este extracto posee una letalidad muy
significativa y mas potente en relacion a los otros extractos bioensayados, siendo una

fuente promisoria de compuestos antitumorales (MEYER et al., 1982; PINO y LAZO,
2010).
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Tabla 12. Valores del % de mortalidad correspondientes al ensayo de A. salina en los
diferentes extractos

% de mortalidad

Extractos
1000pug/ml - 100pg/ml 10pg/ml 1pg/ml
EHHL 100,00 23,3 10,0 10,0
EHT 100,00 14,3 16,7 0,0
EMHL 80,00 20,0 0,0 0,0
EMT 100,00 53,3 13,3 0,0

EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL.: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronjil.

100 1~
90 +~
g0 1~
70
60 1~
s0 1
a0 1
30 17
20 17
10 17

B EHHL
B EHT
EMHL

B EMT

1000pg/ml 100pg/ml 10pg/ml 1pg/ml

EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL.: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronjil.

Figura 3. Variacion del % de mortalidad en los extractos ensayados.

El ensayo de A. salina, segun la tabla 12 demostrd que todos los extractos a excepcion
del extracto de metanol de hierba luisa lograron un 100% de mortalidad a una
concentracion de 1000ug/ml, por lo que el extracto de metanol de hierba luisa al
disminuir las concentraciones no provoco la muerte de las larvas ni a 10ug/ml, menos a
1ug/ml. El extracto de hexano de hierba luisa conservo su actividad letal incluso a la

concentracidon menor ensayada.
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Se puede observar también en la figura 3, que todos los extractos presentaron un
determinado porcentaje de mortalidad a una concentracion de 100pg/ml, siendo el %
mas alto el del extracto de metanol de toronjil, aunque a concentraciones inferiores de
diez no hubo mortalidad. Asi mismo, es evidente que a una concentracion de 10pg/ml el
extracto que obtuvo un elevado porcentaje de mortalidad en relacion de los otros fue el

hexanico de toronjil y a 1pug/ml el de mayor porcentaje fue el hexanico de hierba luisa.

Los extractos de hexano fueron los que mayor porcentaje de mortalidad obtuvieron a
pesar de que disminuia la concentracion, a diferencia del extracto de metanol de toronjil
los de metanol que a una concentracion de 100 pg/ml, maté mas del 50% del crustaceo

en ensayo.

Tabla 13. Valores de CLs, correspondientes al ensayo de A. salina

Extractos Método Intervalo CLso (ug/ml)
EHHL Moving Average 113,42 — 262,17 168,77
EHT Moving Average 156,95 — 370,50 233,56
EMHL Moving Average 236,14 — 558,99 358,03
EMT Moving Average 45,19 - 122,11 72,25

EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL.: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronjil.

En la tabla 13, se muestra un resumen de los valores de la concentracion letal media del
ensayo de A. salina para cada extracto, la cual demuestra que el extracto de metanol de
toronjil al poseer una CLsp menor que la de los otros extractos, posee una actividad letal
mayor que los mismos, seguido por el extracto de hexano de hierba luisa (el cual
también mostré una gran actividad letal frente a A. salina), siendo el extracto de
metanol de hierba luisa, el que menor actividad letal posee; todos son considerados
letales y podrian poseer compuestos bioactivos ya que tienen un CLso < 1000 pg/ml
(MEYER et al., 1982).
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3.4. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Tabla 14. Actividad antibacteriana de una solucion de 20 mg/ml de los extractos.

Halos de inhibicion (mm) promedios?

Bacterias i i
EHHL EHT EMHL EMT C'pm‘;';?xa““
E. coli 14 11 14 6 46
P. aeruginosa 21 17 31 12 51
S. aureus 19 22 36 12 53

EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronijil; a:
Media de los valores de dos réplicas; b: antibiético de referencia; pocillo de 6 mm de
diametro.
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EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronjil;
b: antibiotico de referencia; pocillo de 6 mm de diametro.

Figura 4. Representacidn de los valores de los halos de inhibicion de la actividad
antibacteriana de una solucion de 20 mg/ml de los extractos en estudio.

En la tabla 14, se muestran los valores de los halos de inhibicién que se presentaron en

los medios de cultivo sembrados con distintas cepas de bacterias, luego de ser expuestos
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a una solucion de una concentracion de 20 mg/ml de los diferentes extractos. Se puede
observar que el extracto de hexano de hierba luisa y el de metanol tuvieron mayor

actividad antibacteriana contra la cepa de E. coli.

Para la cepa de P. aeruginosa, el extracto metandlico de hierba luisa presenté mayor
actividad antibacteriana, seguido del hexanico. Es evidente a su vez que para la cepa de
S. aureus el extracto que presento mayor actividad antibacteriana fue el de metanol de

hierba luisa, seguido del extracto hexanico de toronjil.

En término general, como se observa en la figura 4 se puede deducir, que el extracto que
presenta mayor actividad antibacteriana a una concentracion de 20 mg/ml, contra todas
las cepas de bacterias ensayadas, fue el de metanol de hierba luisa; y el que mostré un
efecto antibacteriano menor, fue el de metanol de toronjil. Los extractos hexanicos

poseen una similitud en su actividad bactericida.

Tabla 15. Actividad antibacteriana de una solucion de 40 mg/ml de los extractos.

Halos de inhibicion (mm) promedios®

Bacterias : :
EHHL EHT EMHL EMT C'pmgﬁxac'”
E. coli 13 19 6 15 55
P. aeruginosa 16 15 9 13 54
S. aureus 25 14 11 13 58

EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronjil;
a: Media de los valores de dos réplicas; b: antibiético de referencia; pocillo de 6 mm
de diametro.
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EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronjil;
b: antibiotico de referencia; pocillo de 6 mm de diametro.

Figura 5. Representacion de los valores de los halos de inhibicion de la actividad
antibacteriana de una solucion de 40 mg/ml de los extractos en estudio.

En la tabla 15, se muestran los valores de los halos de inhibicion que se midieron luego
que las bacterias sembradas en los medios de cultivo, fueron expuestas al efecto de
distintos extractos de una concentracion de 40 mg/ml. Se puede observar que el extracto
de hexano de toronjil y el de metanol mostraron un mayor efecto antibacteriano contra

la cepa de E. coli.

En relacién a la cepa de P. aeruginosa los extractos hexanicos de hierba luisa, seguido
del de toronjil presentaron mayor actividad antibacteriana contra las cepas ensayadas.
Es evidente a su vez que para la cepa de S. aureus, el extracto que mostr6 mayor
actividad antibacteriana, fue el de hexano de hierba luisa, seguido del extracto hexanico

de toronijil.

Segun lo observado en la Figura 15, en término general, se puede inferir que el extracto
que presenta mayor actividad antibacteriana a una concentracion de 40 mg/ml
independientemente del tipo de bacteria ensayada, es el de hexano de hierba luisa, y el

de menor actividad antibacteriana, es el de metanol de hierba luisa.

73



3.5. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Tabla 16. Actividad antifingica de los extractos estudiados.

Concentracio Halos de inhibicién (mm) promedios®
Hongo n |
(mg/ml) EHHL EHT EMHL EMT ClorZT:emc
C.
albicans
F:- 40 6 6 12 11 -
albicans

EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronijil; a:
Media de los valores de dos replicas; b: antifingico de referencia; pocillo de 6 mm de
diametro.

60 -
50 -
B EHHL
40 -
B EHT
30 1 EMHL
[ ]
20 - EMT
H Cloranfenicolb
10 -
0
20 mg/ml 40 mg/ml

EHHL: Extracto de hexano de hierba luisa; EHT: Extracto de hexano de toronjil;
EMHL: Extracto de metanol de hierba luisa; EMT: Extracto de metanol de toronjil;
a: Media de los valores de dos replicas; b: antifungico de referencia; pocillo de 6 mm
de diametro.

Figura 6. Representacion de los valores de los halos de inhibicién de la actividad
antifangica de soluciones de 20 mg/ml y 40 mg/ml de los extractos en estudio.
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Segun la tabla 16, se puede notar que los halos de inhibicién que se formaron en los
medios de cultivo sembrados con una cepa especifica de hongo, luego de ser expuestos
a los diferentes extractos con diferentes concentraciones (20 y 40 mg/ml), corresponden
a una actividad antifingica a una minima concentracion; mientras que al utilizar una

mayor concentracion, no se observa la accion inhibitoria del crecimiento de C. albicans.

El extracto con mayor efecto antifingico (fuerte) a una concentracién de 20 mg/ml, es
el de hexano de hierba luisa, en término medio se encuentran los extractos metanolicos
de hierba luisa y toronjil (accion inhibitoria moderada), y el de menor actividad
antiflngica es el hexanico de toronjil, lo cual se establecié de acuerdo al tamafio de los

halos formados (Tabla 16 y Figura 6).

A una concentracion de 40 mg/ml, el extracto con mayor actividad antifingica, fue el de
metanol de hierba luisa, seguido del metanolico de toronijil, y los extractos hexanicos de
hierba luisa y toronjil, no mostraron ningun efecto antifingico contra la cepa de hongo
ensayada, cuyo diametro medido es el del pocillo solamente, por no formarse halo de

inhibicion alrededor del pocillo (Tabla 16 y Figura 6).

75



CONCLUSIONES

Mediante el tamizaje fitoquimico realizado a diferentes extractos de las dos
plantas, se detectdé la presencia de cumarinas y metilencetonas, esteroles y
triterpenos, fenilpropanoides, glicésidos cardiotonicos, catequinas y saponinas
entre los compuestos representativos tanto en los extractos de hierba luisa como

en los de toronijil.

Por medio del ensayo de letalidad contra Artemia salina, se pudo determinar que
el extracto de metanol de hierba luisa es el que posee una actividad letal muy
significativa, debido a que mata el 50% de los organismos a una concentracion

muy baja en relacion a la de los otros extractos (CLso<100 pg/ml).

El extracto de metanol de hierba luisa a 20 mg/ml, posee mayor actividad
antibacteriana y el de menor actividad antibacteriana, es el de metanol de
toronjil. A una concentracién de 40 mg/ml, el extracto con mayor actividad
antibacteriana, es el de hexano de hierba luisa, y el de menor actividad

antibacteriana, es el de metanol de hierba luisa.

Para la actividad antifingica, se observo que el extracto con mayor capacidad
inhibitoria del crecimiento fangico, fue el metandlico de hierba luisa, seguido

del metandlico de toronijil.

Se puede inferir que algunos de los metabolitos secundarios detectados en los
extractos de ambas plantas, podrian ser responsables de la antibiosis observada
en las pruebas de actividad bioldgica, y a su vez afirmar que dichas plantas
constituyen una fuente promisoria de compuestos quimicos de interés

farmacoldgico.
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RECOMENDACIONES

Continuar con esta investigacion con ambas plantas, para lograr la identificacion
de los compuestos que estas presentan, determinar otras propiedades biolégicas
de las mismas y cuantificar los metabolitos detectados que le dan actividad
farmacoldgica a dichas especies.

Continuar con el uso de las plantas medicinales y valorar las riquezas del suelo
de nuestro habitat, de la misma manera incentivar a la poblacion a el cuidado y

conservacion de las mismas.
Conociendo la actividad inhibitoria del crecimiento de microorganismos y

letalidad de cada extracto, realizar un seguimiento con la investigacion para en

un futuro elaborar fitofarmacos con propiedades antibacterianas o antitumorales.
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ANEXO 1. Preparacion del material vegetal (hierba luisa y toronjil)

Foto 1. Lavado de hojas de toronjil

Foto 2. Secado de hojas de toronjil al ambiente
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ANEXO 2. Obtencién de extractos

Foto 3. Maceracion del material vegetal en solventes

Foto 4. Filtrado del material vegetal
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Foto 5. Evaporacion del solvente al ambiente

Foto 6. Evaporacion en rotavaporador
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Foto 7. Almacenamiento en vial pequefio

Foto 8. Obtencidn del extracto seco
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ANEXO 3. Tamizaje fitoquimico

Foto 9. Determinacion de metabolitos secundarios presentes en los extractos

Foto 10. Observacidn de resultados positivos con formacién de precipitados
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Foto 11. Observacion de resultados positivos con separacion de fases

Foto 12. Observacion de resultados positivos con cambio de coloracion y formacion de
espuma.
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ANEXO 4. Actividad letal

Foto 13. Preparacion de muestra patrén.

Foto 14. Preparacion de diluciones seriadas.
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Foto 15. Colocacion de larvas de A. salina en cada tubo de dilucién

Foto 16. Conteo de larvas de A. salina vivas para determinar el porcentaje de
mortalidad
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ANEXO 5. Actividad antimicrobiana

Foto 18. Preparacién de medios de cultivo.
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Foto 20. Realizacién de pocillos
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Foto 21. Llenado de los pocillos con concentraciones establecidas del extracto y de
muestra patron.

Foto 22. Lectura de resultados. Actividad antibacteriana positiva (foto de la izquierda).
Actividad antibacteriana negativa (foto de la derecha).
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