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RESUMEN

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana
de los extractos obtenidos de la pulpa del Cocos nucifera (coco) sobre Staphylococcus

aureus.

Para desarrollar la investigacion se realizaron extracciones por medio de maceracion de

la pulpa del Coco nucifera rallada, usando los disolventes de etanol y hexano.

Posteriormente, se obtienen los extractos acuosos y el de aceite; el extracto acuoso se
divide a la mitad, con el fin de realizarle un fraccionamiento con los disolventes hexano,
diclorometano y acetato de etilo, para usarlos en las pruebas microbioldgicas, y la otra mitad se

utiliza para hacerle el tamizaje fitoquimico.

Al aceite del Cocos nucifera se le realiza una prueba de cromatografia de gases acoplado

a masas, para conocer los componentes.

En cuanto a la caracterizacion fitoquimica de la pulpa del Coco nucifera, se observé
la presencia de Alcaloides, Cumarinas, Terpenos, Triterpenos y Esteroles, Taninos y

AzUlcares Reductores.

En el analisis de la cromatografia de gases acoplado a masas dio como resultado la

presencia del &cido laurico, miristico y palmitico en mayor cantidad.

Se evaluo la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de la pulpa del Cocos
nucifera a la concentracion del 100% sobre el Staphylococcus aureus, mediante la técnica de
discos y pocillos, utilizando el agar Muller Hinton. Los resultados de estas pruebas indicaron que
la bacteria no presenta sensibilidad para ninguno de los extractos utilizados, comprobandose, asi,

la hipotesis nula de esta investigacion.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del Problema

Desde la Antigliedad, el ser humano ha usado la medicina natural como base para el
tratamiento de ciertas dolencias, brindandole una alternativa de salud con una amplia
cobertura, y ayudando al desarrollo de nuevas fuentes de farmacos. Al pasar los afios, la
informacidn sobre el uso de plantas medicinales fue registrandose en herbolarios, lo que
permitio tener un mejor registro de las plantas que poseen propiedades farmacoldgicas para

el ser humano. (Rivas, Oranday y Verde, 2016. p.7).

Mientras, en la actualidad, con el avance alcanzado por la sintesis quimica, la
medicina herbaria pone a disposicion de la poblacién un arsenal de sustancias biolégicamente
activas, lo que ha incrementado el consumo mundial de medicinas herbarias, sin tener
estudios cientificos que confirmen su actividad farmacoldgica, o si su consumo puede llevar
a problemas de toxicidad; por esta razon es que se vuelve esencial identificar cuales pueden
ser los riesgos asociados a su uso en el ser humano. (Béez, Carrizo, Diaz, Gruszycki,

Gruszycki, Lilian, Pérez y Rosalia, 2017. pp.2-3).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), y la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU), estiman que mas del 80% de personas, en el mundo, han visto la necesidad
de recurrir a las plantas para satisfacer sus necesidades de atencién primaria en salud. La
actividad antimicrobiana de los extractos vegetales, y productos naturales, revela un
potencial avance en el campo de la antibioticoterapia. Sin embargo, la OMS insiste en que el
uso de las plantas medicinales debe estar sustentada por bases cientificas de seguridad,
efectividad y calidad requeridas para ser utilizadas en humanos. (Beltran, Cantillo y Vivas,
2013. p.801).

Por tal motivo es que en la actualidad los cientificos estdn mas interesados en realizar
estudios que avalen el uso de plantas medicinales, como una alternativa de tratamiento para
algunas enfermedades, y gracias a esto es que se ha abierto una linea de investigacion en
fitofarmacos, con el fin de buscar nuevos medicamentos para el tratamiento de patologias

infecciosas causadas por bacterias. que se han vuelto resistentes a los antibiéticos actuales, y



20

se ha convertido en un problema a nivel mundial. que constituye un reto ain mayor para el
futuro. Muchas investigaciones se han realizado desde hace mas de 30 afios y continGan aun
en nuestros dias, sobre todo para conocer los mecanismos y causas que hacen posible esta
resistencia, para asi poder lograr la creacion de nuevos productos farmacéuticos de origen

natural para hacerle frente. (Serra, 2017. pp.403-404).

Segun Martinez, Montes de Oca y Alemary (2017. p.211) la resistencia bacteriana se
ha incrementado con el paso del tiempo; tal es el caso de Staphylococcus aureus (S. aureus)
bacteria gram positiva considerada como microorganismo multirresistente. Esta bacteria
afecta en especial a nifios y jovenes, y al ser una de las mas problematicas a nivel mundial,

es importante buscar nuevas alternativas para combatirla.

En Costa Rica, alrededor de 5000 bacterias infectan a la poblacién en un afio. De las
20 bacterias mas prevalentes se encuentran el Staphylococcus aureus, el cual se posiciona
como el segundo microorganismo mas patdgeno, con 630 casos de poblacion infectada a
nivel de la Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS), y cada vez son mas las cepas que
crean resistencia a los tratamientos estdndares de la CCSS, conduciendo a medidas méas
severas. (Avalos, 2015. parr.3).

Otro de los problemas que posee esta bacteria y que la vuelve mas peligrosa para el
ser humano, es que cerca del 20% de la poblacion es portadora, inclusive permanente, de este
patégeno en las fosas nasales, y un 30% lo es de manera intermitente. Ademas, dependiendo
del sistema inmune de la persona, puede llegar a colonizar otras partes del cuerpo, como la
piel y el tracto gastrointestinal e, incluso, podria alcanzar tejidos méas profundos. (Pahissa,
2009. pp.15-17).

S. aureus ya presenta resistencia a antibiéticos como clindamicina, eritromicina y
cloxacilina, que son medicamentos actualmente usados como tratamiento de primera linea
en infecciones por esta bacteria, y el problema aumenta, porque inevitablemente encontrara
formas de resistencia a los antibidticos que se puedan desarrollar; por eso es necesario
implementar acciones mas agresivas para disminuir el desarrollo de nuevos mecanismos de
resistencia, y asi poder evitar la diseminacion de la resistencia que ya existe. (Lozano, 2011.
p.501).
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Por esto es que se ha visto, en las plantas, una opcion para crear nuevas sustancias
que sean capaces de hacerle frente a esta crisis mundial de la resistencia antimicrobiana.
Actualmente, algunas plantas poseen caracteristicas medicinales, debido a los principios activos
que contienen localizados en diferentes partes de la planta, como las hojas, tallos, flores, frutos,
semillas o raices; tal como es el caso del Cocos nucifera, donde en diferentes estudios se indican

las propiedades farmacoldgicas que posee como diurético, antioxidante y antimicrobianas.

Es asi como, frente a la situacion mencionada, surge la siguiente pregunta de
investigacion: ¢ Tienen actividad antimicrobiana los extractos de la pulpa del Cocos nucifera
(coco) sobre cepas de Staphylococcus aureus? Lo anterior puede resultar muy util en la
invencidn de nuevas alternativas para enfrentar la resistencia a antibi6ticos, problema muy

importante a nivel mundial.

Hipotesis de Investigacion
La pulpa del Cocos nucifera (coco) tiene actividad antimicrobiana contra el

Staphylococcus aureus.

Hipotesis Nula
No tiene, la pulpa de Cocos nucifera (coco), actividad antimicrobiana contra el

Staphylococcus aureus.

Objetivos

Objetivo General
Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de la pulpa del Cocos

nucifera (coco) sobre Staphylococcus aureus.
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Objetivos Especificos
Elaborar un fraccionamiento de los componentes presente en la pulpa del Cocos
nucifera (coco), utilizando los disolventes hexano, diclorometano y acetato de etilo.

Efectuar un tamizaje fitoquimico de la pulpa del Cocos nucifera (coco) con el fin de
identificar los metabolitos secundarios presentes en la pulpa.

Comprobar la eficacia in vitro de los diferentes extractos obtenidos de la pulpa del
Cocos nucifera (coco), en diferentes concentraciones contra el Staphylococcus aureus, para
determinar cuénta sensibilidad presenta al extracto.

Justificacion

Segun Calderén y Aguilar (2016), la resistencia que han adquirido las bacterias a los
antibidticos es un problema que se ha complicado dia tras dia, mas aun en los ultimos afios,
pues, como cualquier especie viviente, las bacterias tienen la capacidad de desarrollar
diferentes mecanismos de defensa ante cualquier tipo de amenaza que atente contra su vida,
sobrevivencia y reproduccion; por esta razon es uno de los grandes problemas de salud
publica mundial, fendmeno que a través de los afios ha venido involucrando mas cepas,

nuevas especies y nuevos mecanismos. (pp.757-758)

Otras razones que han contribuido al incremento de la resistencia bacteriana es el uso
inadecuado de los antibioticos, debido a que los pacientes pueden comprarlos facilmente sin
prescripcion médica, que incumplen los horarios de administracion, un tiempo inapropiado
de consumo, y que muchos profesionales de la salud los prescriben innecesariamente; por
ejemplo, en etiologia viral, en la mayoria de los casos o inclusive en cuadros alérgicos.
(Farifia, 2016. p.6).

La OMS (2018) indica que la resistencia a los antibioticos esta aumentando en todo
el mundo a niveles peligrosos. Dia tras dia estan apareciendo y propagandose, en todo el
planeta, nuevos mecanismos de resistencia, que ponen en peligro la capacidad del farmaco
para tratar las enfermedades infecciosas comunes; el uso indebido y abusivo de estos

medicamentos es otra consecuencia que ayuda a incrementar este problema. EI mundo esta
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abocado a una era postantibidtico, en la que muchas infecciones comunes y lesiones menores

volveran a ser potencialmente mortales. (parr.5).

Entre las bacterias resistentes, que mas preocupan, se encuentra la bacteria del
Staphylococcus aureus, que ha logrado adquirir mecanismos de defensa a un gran nimero
antibioticos que antes funcionaban muy bien para eliminarla; este es el caso de la meticilina,
un antibidtico considerado de eleccion para esta bacteria, responsable de numerosas
infecciones, como las de herida quirdrgica e infecciones de piel y partes blandas. Sin
embargo, este antibiotico no tiene actividad sobre el Staphylococcus aureus meticilino
resistente. (Farifia, 2016. p.7).

Es por esto que, debido al aumento de la resistencia a los antibi6ticos, se ha
incentivado el interés por la busqueda de nuevos compuestos procedentes de otras fuentes,
como pueden ser los metabolitos secundarios de plantas, que permitan brindar el mejor apoyo
a los pacientes infectados, sin provocarles mayores dafios a su salud. Cabe destacar, también,
que se han enfocado estudios dentro del campo de la farmacologia vegetal, evaluando ciertos
fitoquimicos que evidencian acciones antimicrobianas contra bacterias multirresistentes.
(Vazquez, 2016. p.11).

Segun Jano.es (2016), algunos profesionales en la salud han determinado que para el
2050 se estima un total de 10 millones de muertes por afio a causa de la resistencia bacteriana,
un problema que crece dia con dia, por lo cual es importante que la investigacién tome un
rumbo a nivel natural para el desarrollo de nuevas moléculas capaces de producir un efecto

antimicrobiano con alta potencia. (parr.1)

Por lo comentado anteriormente, es que esté investigacion pretende demostrar que la
pulpa del Cocos nucifera (coco) puede tener actividad antimicrobiana contra el
Staphylococcus aureus. Existe evidencia de que, uno de los componentes de la pulpa del
coco, es el &cido laurico y dentro de sus propiedades se encuentra la capacidad de inhibir el
crecimiento de algunas bacterias patogenas generalmente gram positivas, sin embargo, en
algunos articulos cientificos ha presentado actividad con ciertas bacterias gram negativas.
(Nitbania et al., 2016. p.133).
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Proyecciones
Se pretende evidenciar que la pulpa del Cocos nucifera (coco) tiene propiedades
antimicrobianas contra el Staphylococcus aureus, una de las bacterias que afecta a la

poblacidn costarricense y que tiene alta resistencia a los antibidticos.

Se desea aportar evidencia cientifica para futuras investigaciones, en las que se pueda
formular un medicamento a base de coco para combatir infecciones por Staphylococcus

aureus.

Antecedentes

Antecedentes Historicos

El coco es una de las plantas mas cultivadas en el mundo, distribuida principalmente
en Asia, Africa y América Latina, la cual se caracteriza por ser una palmera de tronco largo
y elastico con hojas en la copa; el fruto de la palma es el coco, con una pulpa blanca con alto
porcentaje de grasa, la cual esta cubierta por un tejido fibroso que la protege. En Costa Rica,
la mayor produccion de esta planta es en la Zona Atléntica; sin embargo, otras zonas de

importante produccion son la Zona Norte, el Pacifico Central y Sur. (Naranjo, 2014)

Segun Soler y Lopez (2014), la palma de pipa o coco proviene de la familia
Arecaceae, y su nombre cientifico es Cocos nucifera. Esta planta puede encontrarse
en la orilla de playas tropicales arenosas; crece muy bien en zonas de clima caliente
y tiene propiedades medicinales como diurético por el agua de pipa; el casco quemado
se emplea como sahumerio en caso de dolor de muelas, ademéas de purgante y

antihelmintico. (pp.93)

Antecedentes Internacionales

Dentro de los componentes mas abundantes en la pulpa del coco estan los acidos

grasos, donde Konno, Miura, Nonomura, Takamasa, Yamamoto y Yano (2019), describen
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en su articulo “Analisis sistematico de la actividad bactericida selectiva de acidos grasos
contra el Staphylococcus aureus y epidermis con concentracion inhibitoria minimay minima
concentracion bactericida”, la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los 4cidos grasos,
divididos en 2 grupos: el primero consistia en el &cido miristico, palmitoleico y oleico, y el
segundo eran los acidos caprilico, caprico y laurico, que se probaron contra las bacterias
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermis. Las pruebas microbioldgicas se
realizaron midiendo la concentracién minima inhibitoria, por medio de placas de agar y

discos impregnados de las mezclas. (pp.292-293).

Los resultados arrojaron que todos los é&cidos grasos mostraron actividad
antibacteriana; algunos para ambos Staphylococcus y otros solo para uno de los tipos; la
segunda mezcla de acidos, donde se encontraba el &cido laurico, mostro actividad selectiva
para Staphylococcus aureus, por lo que los autores concluyen que estos acidos grasos tienen
el potencial de ser utilizados como un detergente en el cuidado de la piel, y en la medicina

por su actividad bacteriana contra ambos Staphylococcus. (Konno et al., 2019. p.294).

Por otra parte, segun Nitbania, Juminaa, Siswantaa y Solikhah (2016), en su articulo
“Prueba de aislamiento y actividad antibacteriana del acido laurico del aceite de coco crudo
(Cocos nucifera L)”, realizaron una prueba de la actividad antibacteriana del acido laurico
aislado de la planta del coco contra las bacterias patégenas Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Salmonella typhimurium y Escherichia coli; sus resultados arrojaron que el &cido
laurico es capaz de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Salmonella typhimurium y Escherichia coli en una concentracion del 5%. Sin embargo,
indicaron como una recomendacién que, si se usa una concentraciéon mas alta del acido

laurico, mayor podria ser el diametro de la zona de inhibicion. (pp.134-140).

En Brasil realizaron una “revision fitoquimica y farmacologica del Cocos nucifera”,
en la cual revisaron el perfil fitoquimico de la planta, resaltando las actividades
farmacoldgicas y toxicoldgicas del Cocos nucifera, para orientar el futuro preclinico. Esta
revision sistematica consistio en busquedas acerca de datos cientificos y algunos estudios
experimentales, que confirmaron las propiedades farmacoldgicas de la planta. (Lima et al.,
2015. pp.954-958).
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Dentro de las conclusiones, mencionan los importantes efectos farmacoldgicos que
posee esta planta y su baja toxicidad; estos efectos farmacoldgicos van a depender segun la
parte de la planta o fruto utilizado. La actividad antioxidante predominé en los constituyentes
del endocarpio y agua de coco; por su parte, la fibra y la pulpa mostraron actividades
antibacterianas, antiparasitarias y antiinflamatorias; por ultimo, el extracto etanolico de la
raiz presentd actividad anticonvulsiva sobre el sistema nervioso central. (Lima et al., 2015,
p.962).

Torres, A. (2017), en su tesis de grado que lleva por titulo “Efecto antimicrobiano del
aceite de coco sobre cepas de Estreptococos mutans. Estudio in vitro”, utiliza el extracto de
aceite de coco a las concentraciones del 50 y 100% sobre placas de agar ralladas con la
bacteria, usando la técnica de medir la concentracion minima inhibitoria (CMI). Sus
resultados son positivos para ambas concentraciones, en cuanto a la inhibicién del aceite de
coco sobre la bacteria Streptococcus mutans. La autora sefiala que la inhibicion obtenida se
debe a los acidos grasos provenientes del aceite de coco, como el &cido laurico, del cual se

ha comprobado que tiene actividades antiinflamatorias y antimicrobianas. (pp.15,33,43).

Por otra parte, Escalante (2015) realiz6 una “Determinacion de la Sensibilidad de
Listeria monocytogenes y Listeria ivanovii frente a diferentes concentraciones del aceite
esencial de Cocos nucifera”. El método usado para la extraccion del aceite de coco fue
destilacion por arrastre de vapor; una vez obtenido, se prepararon a las concentraciones de
15%, 25%, 50%, 75% y 100%. Para las pruebas microbiolégicas contra las bacterias, lo que
se hizo fue medir la concentracion minima inhibitoria, dando como resultado que ambas
bacterias presentaron sensibilidad frente a las cinco concentraciones empleadas del aceite
esencial de Cocos nucifera. La conclusion de la investigacion es afirmar que el aceite de coco

tiene propiedades antibacterianas para ambas bacterias. (pp.10-11).

En el 2015, Akinpelu, Alayande, Aiyegoro, Akinpelu y Okoh realizaron un estudio
sobre “los mecanismos probables de accion biocida del Cocos nucifera empleando extractos
de la cascara de la planta contra bacterias aisladas”. La metodologia usada fue la elaboracion
de un extracto por medio de agua Yy etanol, para luego medir las concentraciones inhibitorias

minimas (CIM) de bacterias gram positivas y negativas. (pp.2-7).
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Dentro de los resultados obtenidos, se mostrd que la capacidad del extracto de Cocos
nucifera para inhibir bacterias gram positivas como Bacillus cereus, Clostridium sporogenes,
Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus fue mayor, en comparacién con el grupo
de bacterias gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa); sin embargo, si logré un halo de inhibicion en estas, y concluyen que se podrian
preparar diferentes formulaciones a base de la planta para ensayos clinicos, y tales
formulaciones podrian ser mas eficaces para el tratamiento de microorganismos infecciosos.
(Akinpelu et al., 2015. p.8).

Shen, Chen, Zheng, Lei, Tang y Song (2017), realizaron una investigacion sobre “la
composicion quimica, actividades antibacterianas y antioxidantes de los hidrosoles de
diferentes partes de Areca catechu L. y Cocos nucifera”; lo primero que hicieron fue definir
qué partes de la planta iban a usar; al final escogieron la flor, la pulpa y la raiz de ambas

plantas; la extraccion se llevo a cabo por medio de una destilacion simple. (pp.111-112).

Una vez obtenido el extracto, lo convirtieron en un hidrosol, y lo probaron contra las
bacterias Escherichia coli O157: H7 y Staphylococcus aureus, obteniendo como resultado
un halo de inhibicion en el crecimiento para ambas bacterias, concluyendo que la sensibilidad
presentada se puede atribuir a la presencia de hidrocarburos, alcoholes, cetonas, aldehidos,

ésteres y acidos de ambas plantas. (Shen et al., 2017. pp.112, 118).

En el 2019, Andrade, en su tesis de grado, de la Universidad Central del Ecuador,
determino la “Efectividad de inhibicion de la fusion entre aceite de Cocos nucifera (coco) y
aceite de manzanilla sobre Porphyromona gingivalis. Estudio in vitro”. Para la obtencion del
aceite de coco, utilizd la destilacion simple y para el extracto de manzanilla usé la
maceracion; una vez listos ambos extractos, los fusioné para probar su actividad
antibacteriana. EI método microbioldgico usado fue la medicion de la concentracion minima
inhibitoria, dando como resultado sensibilidad de la bacteria Porphyromona gingivalis frente
al extracto combinado, concluyendo que para la fabricacion de futuros farmacos contra la

bacteria se pueden tomar en cuenta estas plantas. (p.12).
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Antecedentes Nacionales

Costa Rica es un pais que, a pesar de contar con excelentes servicios de atencién en
salud publica, no se escapa de tener problemas para combatir la resistencia bacteriana; por
esta razon se ha despertado el interés por el desarrollo de diferentes investigaciones,
buscando opciones a nivel de fitofarmacos para el tratamiento de estas enfermedades. A

continuacién, se detallan algunas investigaciones que hacen referencia a lo mencionado:

Enel 2017, Boza, en su tesis de grado para licenciatura en Farmacia de la Universidad
Internacional de las Américas, realizd su investigacion sobre la “Eficacia antifiingica in vitro
de una crema elaborada con aceites esenciales de clavo de olor (Syzygium aromaticum) y
Coco (Cocos nucifera) frente al Hongo Candida albicans y Comparacién de su Efectividad
con Clotrimazol”. La metodologia usada para obtener el aceite del clavo de olor fue
destilacion por arrastre de vapor, y para el aceite de coco fue destilacion Soxhlet; una vez

obtenidos ambos aceites se elaboré la crema. (pp.67-68).

Se probo la efectividad de la crema por medio de analisis microbioldgicos, donde se
perford el agar para una mejor cobertura, y se colocé la crema a base de los aceites y el
clotrimazol, dando como resultados halos de inhibicién de 21mm de la crema contra el hongo
Céandida albicans; por lo que el autor concluy6 que ambos extractos contienen capacidades
antifungicas, pero que, al combinarlos, esa actividad se potencia. (Boza, 2017. pp.77, 100-
101).

Por su parte, en la Universidad de Costa Rica, Castro y Valverde (2015), en su tesis
para optar por la licenciatura en Odontologia, investigaron ‘“Sustancias alternativas con
accion antimicrobiana para la elaboracion de enjuagues bucodentales a partir de aguacate
(Persea americana) y coco (Cocos nucifera)”. Para la obtencion del aceite de aguacate se
extrajo por medio de centrifugacion, y el aceite de coco fue por medio de etanol; se filtraron
ambos y se obtuvieron los aceites, los cuales se probaron contra la bacteria Streptococcus

mutans. (pp.18-24).

Las pruebas microbiologicas se realizaron por medio de placas de agar, que fueron
perforadas y se les agregaron 40uL de cada extracto; se incubaron por 48 horas, dando como

resultado un halo de inhibicion de 6mm; como conclusion, los autores indican que ambos
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extractos tienen un efecto inhibitorio para la bacteria, sin embargo, recomiendan realizar las
extracciones para ambos aceites con otros metodos, para tener mejores resultados. (Castro y
Valverde, 2015. pp.29-30).

En la Universidad Latina, para el 2017, Solano estudi6 el “Analisis del efecto del
aceite de coco ante el Streptococcus mutans y Candida albicans (in vitro)”. Se probd el aceite
de coco en concentraciones de 5uL, 10pL y 15uL; el método usado fue el de discos
impregnados con el aceite, y colocados sobre las placas de agar, para luego medir el halo de
inhibicidn del extracto frente a ambas bacterias. Los resultados fueron que las bacterias no
presentaron sensibilidad frente a las concentraciones del aceite de coco; sin embargo, la
autora plantea, en sus resultados, que Mercola (2015) demostré que este aceite causé una
fuerte inhibicién del crecimiento de la mayoria de las cepas de bacterias Streptococcus
incluyendo Streptococcus mutans, por lo que recomienda usar el aceite de coco en

concentraciones mas altas. (pp.76-92).
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

Generalidades de las Bacterias

Las bacterias son organismos procariotas unicelulares, que poseen la capacidad de
adaptar su metabolismo a una gran variedad de lugares contenidos en tierra, agua, materia
organica, plantas y seres vivos. Estos microorganismos poseen células que presentan una
estructura similar a las eucariotas, puesto que tienen una membrana celular y ribosomas que

contienen la informacion genética. (Cardenas, Cruz, Gandara y Pérez, 2014. p.23).

Su tamafio y forma son variables; algunas pueden llegar a medir entre 0,2 a 2um de
didmetro y entre 2 a 8um de largo. Dentro de las estructuras vitales de las bacterias se
encuentran la membrana citoplasmatica, citoplasma y nicleo, y otras como la cépsula,
flagelo, los pilis, las fimbrias, las esporas que se van a encontrar en algunas especies y en
otras no. En la figura 1 se pueden observar, con mas detallen todas las partes que conforman
una bacteria. (Romero, 2007. p.630).

Las bacterias se empezaron a descubrir desde 1676, y se agruparon por la similitud
morfoldgica en cuatro grupos: los cocos por su forma esférica, bacilos por ser como bastones,
espirilos en forma de tirabuzén y vibrio por ser ligeramente curvados. En la figura N° 2 se
observa la morfologia de esta clasificacion. Al pasar los afios, se descubri6 que las bacterias
se tefiian con colorantes, y asi fue que la tincion de Gram formé dos grandes grupos, los
Gram positivos, que se tifien de color violeta, y los Gram negativos, que se tifien de color
rojo; ademas, existio otro tipo de tincidn, la de Ziehl Neelsen, que las clasificaba como &cido-
alcohol resistentes o no acido-alcohol resistentes. (Romero, 2007. p.635).

La forma de reproduccién de estos microorganismos puede darse de diferentes
maneras; una de ellas es por duplicacion o fision binaria, la cual consiste por una separacion
que da resultado a dos células genéticamente idénticas, que es reproduccion asexual; también
por transformacidn, que consiste en un intercambio genético, producido cuando una bacteria
es capaz de captar fragmentos de ADN, o por conjugacion: en este proceso, una bacteria

donadora transmite, a través de un puente o pili, un fragmento de ADN, a otra bacteria
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receptora; se produce intercambio de material, simplemente de una célula da informacion a
otra. (Lizano, 2015, p.12-15).

Figura N° 1. Estructura de una bacteria

Cromosoma
(Region del nucleoide)

pili o fimbria
ribosomas

granulo de comida

flagelo
procariotico

capsula bacteriana

pared bacteriana

membrana plasmatica plasmido

citoplama (ADN) k

Fuente: Romero (2007)

La pared celular es otra parte importante de las bacterias; es una estructura compleja
y semirrigida, que es la responsable de la configuracion de la célula. Su funcidn principal es
evitar que ocurra la ruptura de la célula, cuando la presion hidrostatica intracelular es mayor
que la presion hidrostatica extracelular; también contribuye en la virulencia de la misma, y
permite clasificarlas en grampositivas o gramnegativas. (Tortora, Funke y Case, 2007. pp.28-
30).

Las bacterias grampositivas poseen pared celular méas gruesa y rigida que la de las
Gram negativas, compuesta de varias capas de peptidoglucanos, acidos teicoicos y
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lipoteicoicos. EI componente fundamental de estas es la mureina, un peptidoglicano que solo
se encuentra en los procariontes Por otra parte, las gramnegativas tienen la misma o muy
parecida composicion que la Gram positiva, que solamente que es mas pequefia, pues poseen
solamente una capa delgada de peptidoglucano, y la cantidad de mureina es mucho menor.
(Lizano, 2015. pp.5-6).

Figura N° 2. Tipos de clasificacion de las bacterias de acuerdo con su

morfologia
Cocos Bacilos Espirilos
£RE0R bacilos S
espiroqueta
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estretptococos diplobacilos
'_%')‘&f‘l': i})‘{.«‘ X
Sl L
estafilococos estreptobacilos vibriones
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cocobacilos

Fuente: Romero (2007)

Mollinedo y Gonzélez (2014) clasifican a las bacterias, ademas de su formay color
antes mencionados, en bacterias seglin su éptimo de temperatura, entre ellas las termdfilas,
mesofilas y psicrofilas; también, segun su pH en el cual se desarrollan: acidofilas, neutrofilas
y basofilas y para fines préacticos, segun la necesidad de oxigeno: bacterias aerobias estrictas,

donde se tienen a la Helicobacter pylori, bacterias anaerobias estrictas, como Clostridium
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ssp, Yy las bacterias anaerobias facultativas; aqui se tienen especies como Escherichia coli,

Salmonelas y Estafilococos. (p.2013-2014).

Estafilococos

Los estafilococos inicialmente se llamaron cocos; estos fueron asociados por primera
vez a enfermedades humanas, cuando fueron observados en materiales purulentos
provenientes de abscesos humanos. En 1882, un cirujano de nombre Sir Alexander Ogston
llamo a estos cocos “Staphylococcus”, derivando el nombre de los términos griegos staphile

(racimo de uvas) y kokkus (frutilla), debido a su morfologia de racimo. (Seija, 2006. p.257).

Estos microorganismos tienen la propiedad de ser patdgenos, provocando hemodlisis,
coagular el plasma, producir diversas enzimas y toxinas extracelulares; son los responsables
de las intoxicaciones alimentarias, debido a una enterotoxina estafilocécica termoestable, y
tienen la capacidad de desarrollar, con rapidez, resistencia a muchos antimicrobianos, y
pueden plantear problemas terapéuticos dificiles. (Carroll, Morse, Mietzner y Miller, 2016.
p.10).

Los estafilococos son cocos gram positivos; estos poseen alrededor de 30 especies,
de las cuales destacan S. aureus, S. saprophyticus y S. epidermidis, siendo S. aureus
coagulasa positivo, lo cual lo distingue de las otras especies; ademas, es uno de los patdgenos
mas importantes, porque ocasiona enfermedades en el ser humano que pueden ocasionarle la
muerte. (Seija, 2006. pp.257-258).

Staphylococcus aureus

Pertenece al grupo de los estafilococos; es considerado un patégeno con gran
potencial para causar multiples infecciones en el ser humano y en los animales. Es la especie,
de este grupo, considerada la mas virulenta, responsable de un amplio espectro de
enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos blandos hasta infecciones graves

que amenazan la vida. (Cervantes, Garcia y Salazar, 2014. p.28).
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En relacion con su metabolismo, es anaerobio facultativo, coagulasa positiva, catalasa
positivo y oxidasa negativa; este microorganismo se caracteriza por ser muy resistentes al
calor y la desecacion; puede sobrevivir a temperaturas desde los 46,7 °C hasta los 58 °C;
ademas, le permite crecer en medios con elevada salinidad, y a un pH de 4 a 10, aunque se
ha demostrado que su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 °C y a un pH de 5.20.
(Pahissa, 2009. p.17).

Figura N° 3. Bacteria Staphylococcus aureus

Fuente: Batra (2017)

Staphylococcus aureus (S. aureus) tiene una sorprendente capacidad adaptativa, tanto
asi que, por su secuenciacion del genoma completo en numerosas cepas, ha aclarado la
evolucion de varias estructuras, toxinas y enzimas que este microorganismo ha desarrollado
con el transcurso del tiempo, dandole la capacidad de adquirir muchos elementos genéticos
moviles, que determinan tanto su patogenicidad como su resistencia antimicrobiana. (Carroll
etal., 2016. p.15).
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Segun Pahissa (2009), en humanos esta bacteria es considerada flora bacteriana
normal; principalmente se encuentra colonizando la mucosa nasal, la piel y la nasofaringe;
muestra preferencia por la region anterior de las fosas nasales, en especial en adultos; como
es parte de la flora, no se considera grave; sin embargo, en personas que poseen un grado de
inmunosupresion pueden presentarse problemas como afecciones en la piel, abscesos,

septicemias, gastroenteritis y endocarditis. (p.16-17).

En la siguiente tabla se pueden observar, de una forma mas concentra, las

caracteristicas morfologicas y taxondmicas de esta bacteria:

Tabla N° 1. Morfologia y Taxonomia de la Bacteria Staphylococcus aureus

Forma Redonda (cocos), como

racimos de uva

Tamafo 1 microgramo
Motilidad No mvil

Flagelos No tiene

Esporas No posee

Capsula En algunas cepas
Tincion Gram Morado (Gram +)
Clase Cocci

Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus

Fuente: Batra (2017)

Factores de virulencia.
Segun Velazquez (2005), el éxito de S. aureus como un patdégeno y su capacidad de
causar una amplia gama de infecciones se debe, en gran medida, a sus factores de virulencia

que participan en adhesion, adquisicion de nutrientes y evasion de la respuesta inmune del
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huésped. (p.382). En el siguiente cuadro se resumen los factores de virulencia mas importante

de esta bacteria.

Tabla N° 2. Factores de virulencia del Staphylococcus aureus

Cépsula

Peptidoglicano

Acido teicoico
Proteina A
Enzimas
Coagulasa
Catalasa
Lipasa

Nucleasa

Penicilinasa

Fuente: Zendejas, Avalos y Soto (2014)

Es una adhesina: ademas, impide Ila

quimiotaxis y la fagocitosis, inhibe la

proliferacion de células mononucleares.

Proporciona estabilidad osmdticay estimula

la produccidén de pir6genos enddgenos y es

quimioatrayente leucocitario.

Regula la concentracion cationica de la

membrana celular, se une a la fibronectina.

Altera funcién ciliar, estimula respuesta

inflamatoria, media en el dafio tisular con

produccidn de radicales tdxicos de oxigeno.
Efecto Bioldgico

Convierte fibrindgeno en fibrina.

Cataliza la descomposicién del perdxido de

hidrégeno.

Hidroliza lipidos.

Hidroliza ADN.

Hidroliza la penicilina.
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Aspectos patogénicos.

El principal reservorio de S. aureus es el ser humano en la piel y mucosas,
especificamente lo que la convierte en una bacteria peligrosa, debido a que la colonizacion
puede presentarse sobre heridas en la mucosa nasal, orofaringe, epidermis, Ulceras cronicas
cutaneas, heridas en fase de cicatrizacion o en la uretra de portadores de sonda, lo que la
convierte en una de las bacterias que pueden desencadenar infecciones nosocomiales.

(Camarena y Sanchez, 2010. p.2).

Este microorganismo posee una gran capacidad para sobrevivir en un ambiente
adverso y, por la accion de sus determinantes de patogenicidad (capsula mucoide
polisacarida, componentes antigénicos de la pared, produccion de enzimas como catalasa,
coagulasa, hialuronidasa, estafiloquinasas, lipasas, f-lactamasas, o la secrecion de diversas
toxinas como la exotoxina epidermolitica, enterotoxinas o la toxina del sindrome de shock

toxico, acaba produciendo infeccion. (Camarenay Sanchez, 2010. p.3).

El S. aureus se introduce en el medio hospitalario a través de pacientes, visitantes o
trabajadores, por medio de contaminacion cruzada (manos, implementos médicos, equipo,
entre otros). La transmision a través del entorno inanimado (reservorio ambiental) debe ser
mencionada especialmente en ciertas areas, como en las Unidades de Cuidados Intensivos,
por medio de via aérea, en los pacientes intubados. Dentro de los factores asociados que
favorecen la adquisicion nosocomial de infeccion por esta bacteria destacan: 1) la
manipulacion diagndstico-terapéutica (catéter intravascular, sondaje vesical, intubacion
orotraqueal y otros), 2) estancia en UCI, 3) enfermedad grave de base, 4) antibioterapia
previa, 5) estancia nosocomial prolongada, 6) cirugia previa o herida quirdrgica, 7) Ulceras

isquémicas. (Camarena y Sanchez, 2010. p.3).

Otra de las razones mas comunes de patogenia son las intoxicaciones alimentarias;
estas se dan comunmente por la ingesta de alimentos contaminados con las toxinas que el
microorganismo produce; puede ser que un ingrediente que se utilice para preparar una
comida estuviera expuesto previamente a la toxina, y reuniera las condiciones apropiadas
para que se lograra desarrollar (tiempo y temperatura). Dentro de los alimentos que son mas
propensos a adquirir esas toxinas son los siguientes: leche, mantequilla, quesos, comida

preparada lista para el consumo, salchichas, mayoria de carnes, jamon, vegetales. El principal
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responsable de la contaminacion de estos productos es el ser humano, por falta de una buena

higiene y correcta manipulacion de alimentos. (Batra, 2017. parr.5-6).

Evolucion de la Resistencia Bacteriana del Staphylococcus aureus.

S. aureus fue el primer microorganismo en poner en manifestacion la resistencia a los
antibioticos, y de desarrollar diversos mecanismos de defensa a estos, tanto intrinsecos como
adquiridos, para conseguir la resistencia que posee actualmente a los antimicrobianos
existentes. En la década de 1940, el principal antimicrobiano usado fue la penicilina, pero no
tardd mucho tiempo en desarrollar resistencia a este, por la produccion de betalactamasas.
(Lacueva, 2017. pp.3-4).

En los afios 50 comenz6 el uso de nuevos antibidticos frente a S. aureus, pero poco
después, en 1957, muchas cepas ya presentaban resistencia multiple a penicilinas,
estreptomicina, tetraciclinas, cloranfenicol y eritromicina. En 1959 se introdujo la meticilina,
una penicilina semisintética resistente a la accion de las betalactamasas, permitiendo volver
a tomar el control sobre las infecciones del S. aureus; este control no dur6 mucho, porque
solo dos afios después ya aparecieron nuevas cepas resistentes a la meticilina, presentando,
ademas, resistencia intrinseca a todos los demas betalactamicos, incluyendo cefalosporinas

y carbapenemes. (Shanson, 1981. p.15).

A finales de la década de los 80, S aureus combina la resistencia a meticilina y, con
esto, a todos los betalactamicos, incluyendo también a otros farmacos como el cloranfenicol,
macroélidos lincosamidas, aminoglucosidos y fluoroguinolona, convirtiéndose en una de las
bacterias més resistentes, en la actualidad, a los antibi6ticos que se tienen a disposicion.
(Lacueva, 2017. p.4).
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Figura N° 4. Diana de los antibidticos usados en el tratamiento del

Staphylococcus aureus

1. Inhibicion de la snfesis de o pored 3. Inhibicion de lo sntasis de GCidos
cellor nucieicos
El. Joctomicos, glucopeptdos Ej. Rifampicing. quinolonas

Transcripcion \\

PABA
»

B

=

Translacion

4. Inhbicion competitva

2. Inhibicion de ka sintesis proteico

E). Sufonomidos, timetopdm

E}. Tefraciciing, aminoglucosicos,
macroldos, lIncosamings, cetdlidos,
cloranfenicol, streptograminas,

ac. Fusidico, mupirocing,

Fuente: Lacueva (2017)

Mecanismos de Resistencia a los Antibidticos

Segun la OMS (2018), define la resistencia a los antibioticos como la capacidad que
tienen las bacterias de impedir que estos actien contra ellos. En consecuencia, los
tratamientos habituales se vuelven ineficaces, las infecciones persisten y pueden transmitirse

a otras personas. Dentro de estos mecanismos se encuentran:

Produccion de una enzima que inactiva al antibiotico
Este mecanismo conlleva la inactivacion del antibiético a través de una modificacion
o hidrélisis del mismo. EI caso méas importante es el de las betalactamasas, producidas por

algunas bacterias como el Staphylococcus aureus, que hidroliza el anillo betalactamico. Sin
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embargo, existen otros casos, como la inactivacién del cloranfenicol, mediante acetilacion
gracias a la enzima cloranfenicol acetiltransferasa. (Aspiroz, Benito, Gomez, Lozano, Torres
y Zarazaga, 2011, pp.503-504).

Disminucidn de la penetracion del antibidtico al lugar de accion

En este caso, la bacteria se hace resistente, al reducir la cantidad de antibiotico que
penetra en el medio intracelular. Este fendmeno se da debido a una disminucién de la
permeabilidad (fosfomicina, ampicilina) o principalmente a la presencia de una bomba de
expulsion activa (tetraciclina). (Aspiroz et al., 2011. p.504).

Modificacion del lugar de accion del antibidtico

Son cambios estructurales en los lugares de accion, que ocasionan una menor afinidad
por el antibidtico, lo que genera una disminucion de su eficacia clinica; por ejemplo,
modificaciones en las subunidades ribosomicas 30S y 50S generan resistencias a los
aminoglucosidos y macrolidos, respectivamente. La modificacién cromosémica de las PBP
es el mecanismo presente en algunas cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(SARM). (Aspiroz et al., 2011. p.504).

Produccion de Bombas de Expulsién

Es un mecanismo que disminuye la concentracién de antibi6ticos en el citoplasma de
la bacteria, debido a una especie de bombas expulsoras del mismo; este es un mecanismo de
transporte que requiere gasto de energia; es capaz de eliminar varios tipos o familias de
antibioticos, por lo que también se ha denominado como el de las bombas de expulsion activa
multidroga. (Aspiroz et al., 2011. p.504).
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Figura N° 5. Mecanismos de Resistencia Bacteriana
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Fuente: Chan (2012)

Infecciones producidas por Staphylococcus aureus

El S. aureus puede comportarse como un microorganismo comensal y como un agente
patdgeno. La mucosa nasal es el principal sitio de colonizacion en los seres humanos. Se ha
demostrado que aproximadamente del 20 al 30% de la poblacién general es portadora de esta
bacteria. La colonizacién aumenta significativamente el riesgo de infecciones, ya que
proporciona un reservorio, a partir del cual las bacterias se diseminan cuando las defensas

del hospedero se ven comprometidas. (Castafion, 2012. pp.79-80).

Los abscesos locales ocurren cuando el microorganismo es inoculado en la piel desde
el sitio de transporte. La bacteria puede difundirse a nivel local o tener acceso al torrente

sanguineo. Una vez en la sangre, S. aureus puede propagarse a sitios periféricos en 6rganos
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distantes. Como resultado de esta diseminacion, se pueden presentar diversas infecciones.
Finalmente, incluso si el microorganismo no invade, es posible que se presenten sindromes
especificos, provocados por el efecto de toxinas de accion local o sistémica. (Castafidn, 2012,
p.80).

Segun Seija (2006), el S. aureus es capaz de producir diferentes tipos de infecciones;
pueden darse en forma directa, por invasion o posterior destruccion tisular local, por medio
de toxinas o luego de haberse diseminado por via sanguinea, Dentro de las infecciones mas

importantes de esta bacteria estan:

Sindrome de piel escaldada

Esta infeccion se debe principalmente a la produccion de la toxina exfoliativa en un
foco, que luego pasa al torrente sanguineo, pudiendo diseminarse hasta regiones alejadas del
foco, donde no es posible aislar ningln germen. Esta toxina produce la formacion de
ampollas y la subsiguiente descamacion de laminas epidérmicas, que puede estar localizada
en una region o estar diseminada en el cuerpo. Se presenta con mayor frecuencia en recién

nacidos o nifios pequefios. (p.263).

Sindrome del shock toxico

Este es un cuadro grave que, esta asociado a la utilizacion de tampones vaginales. El
microorganismo prolifera en el tampon contaminado (generalmente porque se deja por
mucho tiempo sin ser cambiado) y produce la toxina del shock toxico. Dentro de los sintomas
que lo caracterizan se encuentra exantema cutaneo en manos y pies, fiebre, hipotension.
grados variables de vomitos, diarrea, falla renal, cefalea y conjuntivitis. Evoluciona al shock

grave en 48 horas. También se asocia a heridas traumaticas o quirdargicas. (pp.264-265).
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Impétigo

Es una erupcion cutanea contagiosa muy dolorosa; inicialmente aparecen zonas rojas
y edematosas que pueden formar vesiculas; las lesiones forman una costra amarillo-dorada.
(Marks y Motley, 2012. p.45).

Figura N° 6. Lesion de Impétigo

Fuente: Alcolea (2018)

Celulitis

Es una infeccion de las capas profundas de la piel difusa, que causa enrojecimiento
de la piel e hinchazo6n en su superficie. Es muy frecuente, sobre todo en las extremidades, y
a menudo se presenta en las piernas afectadas con una ulceracion venosa. Dentro de las
manifestaciones estan la formacion de Ulceras o zonas de supuracion de secreciones. (Marks
y Motley, 2012. p.46).
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Figura N° 7. Ejemplo de Celulitis

S

Fuente: Pinheiro (2018)

Foranculos

El tipo mas frecuente de infeccion por S. aureus, es una acumulacion de pus, que se
forma en un foliculo piloso o una glandula sebacea. La piel que se encuentra por encima de
la zona infectada suele enrojecerse e hincharse; aparecen, con mayor frecuencia, debajo de
los brazos o alrededor de la ingle o de los glateos. (Marks y Motley, 2012. p.46).

Intoxicaciones alimentarias

Estas intoxicaciones se producen por consumir alimentos contaminados con toxinas
de esta bacteria; se presentan por el contacto del alimento con los manipuladores que se
encargan de producirlos; es decir, con las personas que estan en contacto directo con los
alimentos, por su mala manipulacion. Dentro de los sintomas que presenta se encuentran:

dolor abdominal, diarrea, sudoracion fria, dolor de cabeza, ademas de nduseas y vomitos en
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algunos casos. Generalmente los sintomas pasan en horas; sin embargo, dependiendo de si la
persona estd inmunosuprimida, estos sintomas se complican, y puede llegar a ser
hospitalizada. (Zendejas, Avalos y Soto, 2014, p.131).

Pruebas para el diagndstico en infecciones por Staphylococcus aureus

Las siguientes pruebas son descritas por Jawetz, Melnick y Adelberg (2010), para el

aislamiento o identificacion del Staphylococcus aureus en infecciones:

Lo primero es tener la muestra, para después realizar la prueba de identificacion; esta
puede obtenerse por medio del pus en la lesion, la sangre, liquido traqueal o cefalorraquideo.
(p.189).

Frotis

Es una prueba de identificacion de Estafilococos; no es posible distinguir qué tipo,
debido a que lo observado comprende cocos grampositivos en racimos en frotis de pus o de
esputo, al tefiirse con la técnica de Gram. (p.189).

Cultivo

Al obtenerse la muestra, se siembra en agar sangre, se incuba a 18 horas a una
temperatura de 37 °C, originando, asi, colonias caracteristicas en ese tiempo; la hemolisis y
pigmentacion aparecen, pero hasta dias después, como se observa en la figura N° 8. Se puede

hacer la prueba con agar manitol sal, ya que solo el S. aureus lo fermenta. (p. 189).

Prueba Catalasa
Detecta la presencia de cromo oxidasa en la muestra; lo primero que se debe hacer es

colocar una gota de peréxido de hidrogeno al 3% en un portaobjeto, y luego se aplica la
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muestra a la solucién; la prueba es positiva si hay burbujas por liberacion de oxigeno. (p.

189).

Figura N° 8. Colonias pigmentadas y hemoliticas de Staphylococcus aureus en

agar sangre

Fuente: Pahissa (2009)

Prueba Coagulasa

Se necesita plasma de humano o de conejo citratado y diluido 1:5, mezclado con un
volumen igual de caldo de cultivo de colonias crecidas en agar; se incuba a 37 °C; se lleva
un control, el cual debe ser de plasma mezclado con agua estéril; la prueba es positiva si se

forman coagulos en un lapso de 1-4 horas. (p.189).
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Figura N° 9. a) Prueba Coagulasa positiva y b) blanco

Fuente: Pahissa (2009)

Tratamientos Utilizados.

Debido al aumento de la resistencia de Staphylococcus aureus a meticilina (SARM),
desde la década de los afios 90, se generaron importantes lineas de estudio de nuevos
antibidticos. Esta bacteria es, probablemente, la mas versatil de los microorganismos
patdgenos, ya que puede producir enfermedad por toxinas, invadir cualquier 6rgano o tejido
y originar supuracién, necrosis tisular, trombosis vascular y bacteriemia. Una de las razones
que favorece que el S. aureus puede hacerse resistente a la mayoria de antibioticos empleados

es la monoterapia. (Alarcon et al., 2013. p.1).

El S. aureus es una bacteria que vive en la piel, mucosas, fluidos corporales; por esta
razon puede infectar facilmente al ser humano. Dentro de las infecciones més recurrentes de

esta bacteria son las cutaneas; por ejemplo, con el acné, las lipasas de estafilococos liberan
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acidos grasos, produciendo irritacion, por lo que el uso de clindamicina es primera opcion de
uso por largo plazo. En cuanto a accesos y otras lesiones purulentas cerradas, son tratadas
por medio de drenajes y antibiotico; lo que pasa en estas situaciones es que la bacteria
rapidamente empieza a crear la resistencia, haciendo inefectivos estos tratamientos. (Jawetz
etal., 2010. p.89).

Cuando se habla de tratamiento para combatir infecciones por esta bacteria, la primera
linea eran los betalactamicos; actualmente, la mayoria de cepas de esta bacteria se han vuelto
resistentes por la produccion de betalactamasas. Sin embargo, si se describen de acuerdo con
su actividad antimicrobiana frente a este patdgeno, se tiene de mayor a menor efectividad de
carbapenemes seguidos de las penicilinas isoxazolicas, cefalosporinas de primera y segunda
generacion (con excepcion de cefonicid), las de tercera generacion como cefotaxima y
ceftriaxona, y en altimo lugar cefoxitina, ceftazidima, y ceftibuteno. (Jawetz et al., 2010.
p.189).

Ademas, se comprueba que puede haber una sinergia si se administra, en conjunto,
un betalactamico con daptomicina o fosfomicina con un aminoglucésido. De manera
contraria, la asociacion con rifampicina no se recomienda, porque puede generar
antagonismo. La mejor opcion por via oral es cefalexina y cefadroxilo, que presentan una
biodisponibilidad superior al 90%, cuando la gravedad se clasifica de leve a moderada.
(Jawetz et al., 2010. p.189).

En cuanto a la clindamicina, tiene actividad bacteriostatica frente a cerca del 85% de
cepas de S. aureus; este antibiotico es usado en el tratamiento de infecciones de piel y partes
blandas de gravedad leve o moderada, y en el tratamiento de la osteomielitis; se recomienda
una dosis de 300-450 mg/8h VO y 600mg/6-8h 1V. En términos generales, la eficacia de la
clindamicina ha sido similar a la obtenida con penicilinas isoxazoélicas, o con cefalosporinas

de primera generacion. (Jawetz et al., 2010. p.190).

Por su parte, la vancomicina es un antibidtico bactericida; pierde la actividad en
condiciones anaerobias; es uno de los posibles tratamientos de la infeccion cuando el S.
aureus es resistente a la meticilina o en pacientes que son alérgico a los betalactamicos; la
dosis es de 15-20mg/kg/8-12h IV; no se recomienda el uso de este tratamiento en infecciones

con elevada carga bacteriana. (Jawetz et al., 2010. p.190).
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En el caso de las tetraciclinas, estas tienen actividad bacteriostatica; la eficacia es
tiempo-dependiente. La doxiciclina y minociclina, administradas por via oral, tienen una
biodisponibilidad cercana al 95%. La dosis inicial de carga de 200 mg, seguida de 100 mg
cada 12 horas por via oral o intravenosa, son usadas para infecciones en piel y partes blandas

de gravedad leve 0 moderada. (Jawetz et al., 2010. p.190).

Segun Jawetz et al. (2010), en el caso de una bacteriemia, se puede usar el
medicamento linezolid, un antibidtico que tiene actividad bacteriostatica aun en condiciones
anaerobias frente a S. aureus; es tan sensible como resistente a la meticilina; se ha observado
sinergia con carbapenem, fosfomicina y daptomicina. Rifampicina puede disminuir la
concentracion sérica de linezolid, por lo cual no es recomendable la terapia de estos dos

antibidticos juntos.

Analisis microbioldgicos para Staphylococcus aureus

El cultivo de un microorganismo se basa en el conocimiento de sus necesidades
nutritivas y fisicas, por lo cual se deben preparar o seleccionar medios adecuados a las
necesidades de crecimiento de una bacteria; en este caso para la identificacion de S. aureus,
que necesitan no solo algunas pruebas bioguimicas, sino también medios de cultivos

especiales que permitan su facil determinacion. (Zendejas et al., 2014, p.135).

Segun Zendejas et al. (2014), esta identificacion se basa en las enzimas y las toxinas
que produce el microorganismo. Al aprovechar estas caracteristicas, se han disefiado medios
para aislar esta bacteria, como es el caso del agar nutritivo, donde el crecimiento se hace
sobre la superficie, por lo que se distinguen mejor las colonias pequefias. Dentro de los agares

mas usados para esta bacteria se encuentran:

Agar Baird-Parker
Es un medio muy selectivo, y se usa mucho para el recuento de Staphylococcus

aureus; se compone de piruvato sodico, el cual ayuda a recuperar las bacterias lesionadas si
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se encuentra, en la muestra la presencia de telurito, cloruro de litio y glicina, que apartan el
poder selectivo que tiene. La caracteristica positiva que indica la presencia de esta bacteria
es un aspecto negro, debido a la reduccion del telurito; sin embargo, las colonias deben
confirmarse mediante un examen de frotis tefiido con coloracién de Gram. (Zendejas et al,
2014, p.135).

Figura N° 10. Colonias de S. aureus en agar Baird-Parker

Fuente: Casado, Torrico y Medina (2012)

Agar Manitol-Sal

Es muy usado para el aislamiento selectivo de Staphylococcus aureus. Este agar esta
compuesto de cloruro sédico a una concentracion del 7.5%, el cual es el agente activo del
medio e inhibe, parcial o completamente, a los organismos bacterianos diferentes de los
estafilococos; ademas, por tener como unico azdcar el manitol, este solo es fermentado por

el mencionado tipo de bacterias. Los estafilococos coagulasa positiva, como esta bacteria,
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producen unas colonias de color amarillo y un medio circundante de color amarillo, mientras
que los estafilococos negativos a la coagulasa producen colonias de color rojo y no provocan
cambios en el color del indicador rojo fenol. (Zendejas et al., 2014, p.135).

Figura N° 11. Colonia de S. aureus en agar Manitol-Sal

Fuente: Casado, Torrico y Medina (2012)

Agar Sangre

Es un medio enriquecido en nutrientes, por lo que permite el crecimiento de un
namero amplio de bacterias. Para la preparacion se puede usar el agar nutritivo enriquecido
con cloruro sdédico o el tripticasa de soja; la sangre que se le adiciona esta diluida al 5% y es
de carnero; sin embargo, en ocasiones se puede usar sangre de caballo o de conejo, y con esta

composicion se facilita comprobar si la bacteria es capaz de realizar hemolisis. (NUfiez, 2007.
p.23).
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Figura N° 12. Colonias S. aureus en Agar Sangre

Fuente: Casado, Torrico y Medina (2012)

Agar Muller Hinton

Es un medio no selectivo ni diferencial, lo que significa que cualquier
microorganismo cultivado creceran en su superficie; es rico en nutrientes, por lo cual es
empleado en las pruebas de sensibilidad y antibiogramas, debido a su alta reproducibilidad,
su bajo contenido de sustancias inhibidoras, el crecimiento satisfactorio que presentan los
patdgenos, y permite una mejor difusién de los antibidticos, cumpliendo con los
requerimientos de la Organizacion Mundial de la Salud, y esta especificado en la FDA.
(Casado, Torrico y Medina, 2012. p.24).
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Figura N° 13. Agar Miller-Hinton

Fuente: Casado, Torrico y Medina (2012)

Fitofarmacos

Segun Guzman y Rivera (2013), la Organizacion Mundial de la Salud describe que
un fitofarmaco es un producto obtenido por procesos tecnolégicamente adecuados,
empleando exclusivamente materias primas de origen vegetal, con finalidad profilactica,
curativa, paliativa, o para fines de diagnostico. Se caracteriza por el conocimiento de su
eficacia y de los riesgos de su uso, asi como para la reproducibilidad y la constancia de su

calidad. (parr.4).

La fitoterapia se ha utilizado desde hace varios afos, basandose solo en las
propiedades de las plantas, probablemente por la relacion directa que el ser humano tenia con

la naturaleza, en particular con las plantas, y a traves de la observacion del comportamiento
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de los animales con respecto a ellas. En la actualidad, la investigacion sobre esto va en
aumento, debido a que no existe duda sobre el uso y la importancia que tienen las plantas,
por lo que se puede decir que constituyen un arsenal de sustancias biolégicamente activas.
(Cea, 2014. pp.3-4).

Siempre que se obtiene un farmaco donde el principio activo es de origen vegetal,
este debe cumplir con exigencias de calidad para su comercializacion; por esta razon es que
algunas farmacopeas, como la alemana, italiana y francesa, aportan informacion, y dedican
apartados para las monografias de drogas vegetales, aceites esenciales y extractos vegetales,
con el fin de conocer la seguridad, eficacia y determinacién de la posible toxicidad. (Cea,
2014. pp.4-5).

Generalmente estos extractos vegetales se obtienen por medio de un disolvente, segin
Gonzélez (2004) los define como formas farmacéuticas liquidas constituidas por los
principios activos solubles contenidos en una porcion medicinal de tejidos vegetales o

animales y separados del residuo de la extraccion. (pp.2-3)

Métodos de extraccion
Estos se pueden dividir de acuerdo al disolvente utilizado en: extraccion con agua
(infusidn, destilacién por arrastre con vapor o extraccion) o con solventes organicos (como

maceracion, percolacion o extraccion Soxhlet). (Gonzalez, 2004). p.3)

Maceracion.

Segun Gonzalez (2004) Es una extraccion que se efectla a temperatura ambiente.
Consiste en remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente, hasta que
éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa,
preferiblemente vidrio; en éste se colocan el material vegetal con el disolvente se tapa y se
deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con agitacion esporadica. Luego se filtra el
liquido, se recupera el solvente en un rotavapor y se obtiene el extracto. Dentro de los

disolventes mas usados son: hexano, cloroformo, metanol y etanol. (pp.8-9)
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Percolacion.

También conocido como lixiviacion, es uno de los procesos mas utilizados pues se
puede realizar con disolventes organicos en frio para preservar los compuestos termolabiles
que pudiera contener el material. Consiste en colocar el material fragmentado en un embudo
0 recipiente conico, y hacer pasar un disolvente adecuado a través del mismo, de igual manera
se recupera el disolvente por medio de un rotavapor y se obtiene el extracto. (Gonzalez,
2004.p.9)

Extraccion Soxhlet.

La extraccion sélido-liquido mediante la utilizacion del equipo Soxhlet es uno de los
mas empleados, segin Nufiez (2008). Este método se fundamenta en colocar un disolvente
afin requerido dentro del bal6n, la ebullicion del solvente que se evapora hasta el
condensador a reflujo y el condensado que cae sobre un cartucho que contiene la muestra
vegetal en su interior. El proceso se repite las veces necesarias para el investigador o hasta
que la muestra se agote y para purificar el extracto se requiere de la evaporacion del solvente

utilizado (pp.1-2).

Generalidades del coco

Esta planta es conocida como coco o palma de coco; crece a lo largo de las costas
arenosas a través de los tropicos y en la mayoria de las regiones subtropicales. El coco es una
palma alta y erecta, usualmente de 10 a 20 m de altura, posee un tronco delgado, ya sea curvo
o recto, amenudo ensanchado e inclinado en la base. Se usa a través de su area de distribucion

como una fuente de alimento o bebida. (Parrotta, 2000. pp.53-54).

Segun Guevaray Jauregui (2008), la planta del Cocos nucifera (coco) ha sido llamada
el arbol de la vida, por las maltiples propiedades que posee; es por ello que se encuentra en
el lugar nimero 12 de la lista de especies de plantas alimenticias vitales para el hombre. Ha
sido cultivada desde inicios de la humanidad, siendo tan amplia la localizacion en todo el

mundo, que no existe una definicion exacta de su origen geografico, aunque su mayor
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presencia se ubica en los climas tropicales, representando el cultivo arbéreo mas importante

a nivel mundial. (p.36)

Esta planta se caracteriza por poseer tallos altos que pueden llegar a medir hasta 20m;
su tronco es delgado, cilindrico, sin ramificaciones, de color café oscuro; las hojas son largas
y rectas, de un color verde lustroso, como se observa en la figura N° 14. EI coco, que es la
fruta de esta planta, alcanza su grado de madurez entre los 11 y 12 meses. (Guevara y
Jauregui, 2008, pp.35-36).

Figura N° 14. Planta de Coco nucifera (Coco)

Fuente: Naranjo (2014)



57

Sus hojas son pinnadas, y desprenden de 200 a 300 foliolos; generalmente son de
color verde amarillento, y pueden llegar a medir de 1,5 a 6 metros de longitud; conforme a
la edad de la planta, menor sera el tamafio de la hoja. En condiciones ambientales favorables,
una planta adulta de crecimiento gigante emite entre 12 y 14 hojas por afio. La copa no es

muy amplia, y se compone de 25 a 30 hojas arqueadas. (Figueroa, 2013. p.19).

En cuanto a la polinizacion en los cocoteros, las flores masculinas son las que se abren
antes que las femeninas estén receptivas, lo cual contribuye a una polinizacién cruzada. En
el caso de los cocoteros enanos es simultanea; por tanto, hay un porcentaje alto de

autofecundacion. (Figueroa, 2013. p.20).

El fruto de esta planta es el coco, cubierta por un tejido fibroso, el cual esta constituido
por el exocarpo y el mesocarpo. En su interior se encuentra el endocarpo, formado por una
capa dura llamada nuez de coco; dentro de esta se encuentra la semilla, que posee un diametro
entre 40 y 50 cm, es hueca en su interior, recubierta por la pulpa blanca comestible, y un
liquido blanquecino, conocido como agua de pipa. EI embridn se ubica en el endospermo,

como se observa en la figura N° 15. (Naranjo, 2014. p.7).

Figura N° 15. Fruto del coco

1| Exocarpo

2 | Mesocarpo

3| Endocarpo

4 | Endospermo

5 | Embrion

Fuente: Naranjo (2014)
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Taxonomia
Andrade (2019), dentro de su investigacion, describid el Cocos nucifera, clasificandolo

de la siguiente manera:

Tabla N° 3. Clasificacion Taxondémica de la planta de coco

Nombre cientifico Cocos nucifera

Clase Monocotyledoneae

Familia Arecaceae 0 Palmae

Género Cocos

Especie C. nucifera

Nombre Comun Coco, cocotero, palma de coco
Parte Utilizada Fruto

Fuente: Andrade (2019)

Fitoquimica de la planta.

Segun Torres (2017), la variedad de compuestos activos que posee la planta de coco
va a depender de la parte donde se encuentre el componente, siendo la fruta del coco la Gnica
parte de la planta que se ingiere. Sin embargo, la mayoria de componentes presentes en la
pulpa son sustancias no polares, debido a la cantidad de grasas saturadas y acidos grasos que
contiene. En el siguiente cuadro se observa, de forma general, la composicion quimica de
esta planta. (pp.10-11).
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Tabla N° 4. Composicion quimica del Cocos nucifera

Carbohidratos y proteinas Galactosa, fructosa, sacarosa y glucosa
Proteinas Presentes en la pulpa
Vitaminas Gamma y alfa-tocoferol (vitamina E), &cido

ascorbico, riboflavina, tiamina

Minerales Fésforo, selenio, magnesio, sodio, yodo,
calcio, hierro y zinc

Oligoelementos Niquel, aluminio, boro, cesio, rubidio,
bario, cadmio, fldor, niquel y manganeso

Grasas La pulpa es rica en grasas saturadas,
monosaturadas y poliinsaturadas.

Acidos organicos Citrico, malico, succinico, shikimico, en las
hojas acido cumarico y &cido ferdlico.
Acido Graso Saturado Laurico, céaprico, oleico, palmitico,

miristico

Fuente: Torres (2017)

Segun Villalta y Benitez (2009), elaboraron un tamizaje fitoquimico de varias plantas
incluido el Cocos nucifera, dando como resultado los siguientes metabolitos secundarios:
aceites y grasas, flavonoides, triterpenos y esteroides, y taninos, mostrando, asi, la presencia
de una diversidad de metabolitos, principalmente los lipidos, como era de esperarse, ya que

es conocido por su alto contenido lipidico en sus frutos. (p.10).

Actividad farmacologia.

Dentro de los principales usos medicinales del Cocos nucifera se encuentra que es un
potente antioxidante, por el zinc y selenio que posee la pulpa; cuenta también con
propiedades antiinflamatorias y vasodilatadoras, debido a sus minerales y oligoelementos,

asi como también propiedades analgésicas y antipiréticas. Los diferentes nutrientes del coco



60

aportan proteccion estomacal, ya sea previniendo Ulceras o ardores estomacales. Sus grasas
saturadas regulan la presion sanguinea y aportan una reserva de energia para el organismo.
(Andrade, 2019. p.20).

En la epilepsia y enfermedad de Alzheimer el coco es utilizado, ya que los acidos
grasos de su aceite se van directamente al higado, convirtiéndose en cuerpos cetonicos,
teniendo un efecto terapéutico en los trastornos cerebrales. En otros estudios se analizo que
el aceite de coco posee efectos antiinflamatorios y antimicrobianos, previniendo el desarrollo

y crecimiento de cepas bacterianas. (Andrade, 2019. p.21).

Dentro de los componentes que tiene el aceite de coco se encuentra el &cido laurico,
que representa el 50% de su contenido graso; este es un ingrediente que provee propiedades
Unicas para la salud; cuando se ingiere este acido el organismo lo convierte en monolaurina,
la cual tiene propiedades antibacteriales y antiprotozoos. La monolaurina es un
monoglicérido capaz de destruir virus recubiertos de lipidos, como: VIH, herpes, virus de la
gripe. (Solano, 2017. p.60).

Por esta razén es que el aceite de coco se considera como un agente antibacteriano
natural, debido a que contiene mas cantidad de &cido laurico, en comparacion con cualquier
otro producto de origen vegetal. Otro de los acidos que posee es el caprico, en cantidades
mas pequefias, aunque también ha sido agregado a la lista de componentes antimicrobianos
del coco. (Solano, 2017. pp.59-60).

Como un mecanismo de accion del acido laurico estd el de por medio de la
monolaurina, el cual destruye la bicapa lipidica de virus, bacterias, protozoos y hongos por
diversos mecanismos: en los virus, evita su ensamble y la maduracion; ademas, provoca
mayor fluidez en los lipidos y fosfolipidos de la bicapa; en cuanto a las bacterias, interfiere
con los signos de transduccion o de formacion de toxinas. Dentro de los microorganismos
inactivados o destruidos por estos lipidos se encuentran los virus como herpes simple,
hepatitis C, influenza, bacterias como Helicobacter pylori y Staphylococcus aureus,

levaduras como Candida albicans, y protozoos como Giardia lamblia. (Boza, 2017. p.51)
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Figura N° 16. Estructura Molecular del Acido Laurico

H,C OH

Fuente: Boza (2017)

Tamizaje Fitoquimico

Es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que tiene como finalidad
aislar e identificar diferentes tipos de compuestos que hacen biosintética una planta; estos
compuestos pueden tener propiedades farmacologicas o toxicoldgicas; primero se efectla
una extraccion de la planta (extracto total, crudo o bruto), se realiza por medio de un
disolvente que solubilice la mayoria de compuestos, siendo metanol y etanol los mas
utilizados. (Cea, 2014. pp.3-4).

Posteriormente, el extracto se fracciona mediante cambio de pH y particién con
solventes de diferentes polaridades, y asi se empiezan los ensayos que permitan identificar
los grupos fitoquimicos presentes; estas pruebas son de caracter cualitativo, debido a que son
reacciones de color o precipitacion de los metabolitos secundarios que se estan identificando;

ademas de ser sensibles, reproducibles y de bajo costo. (Sharapin, 2000. p.198).

Estos resultados son una orientacion, y deben interpretarse junto con resultados
farmacoldgicos; por ejemplo, cuando un extracto de una planta presenta efecto sobre el
sistema nervioso central, a nivel farmacoldgico, y en el tamizaje fitoquimico tiene presencia
de alcaloides, la probabilidad de esa actividad farmacologia puede deberse a la fraccion
alcaloidal. La cantidad de material vegetal necesario para realizar estas pruebas varia de 50
a 200 gramos. (Sharapin, 2000. pp.190-191).



62

Metabolitos secundarios

Todas las plantas realizan procesos metabdlicos esenciales para la vida celular y en
general de la planta; estos procesos constituyen lo que se conoce como metabolitos primarios,
y a partir de estos pueden desarrollarse rutas que conducen a la formacion de compuestos

Ilamados metabolicos secundarios. (Valares, 2011. p.15).

Estos son moléculas organicas sintetizadas, que no parecen tener una funcién directa
con los procesos de supervivencia de las plantas, como por ejemplo fotosintesis, asimilacién
de nutrientes, transporte de solutos, entre otros. Ademas de no presentar una funcién definida
en los procesos mencionados, difieren de los metabolitos primarios en que no todos los
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en
pequefias cantidades, y no de forma generalizada en algunas especies. (Avalos y Pérez, 2009.
p.119).

En un principio estos metabolitos secundarios fueron considerados como productos
finales de procesos metabdlicos sin una funcion especifica o sustancias de desecho de estas.
El estudio de estas sustancias fue iniciado en el siglo XIX por quimicos orgéanicos, debido a
la importancia como drogas medicinales, venenos, saborizantes, aceites, ceras y otros

materiales usados en la industria. (Valares, 2011. p.15).

Dentro de los metabolitos secundarios que poseen propiedades medicinales se
describen:

Alcaloides.

Son una gran familia de metabolitos secundarios que tienen en comdn tres
caracteristicas: solubilidad en agua, contienen al menos un atomo de nitrégeno en la
molécula, y exhiben actividad biolégica. En humanos, los alcaloides generan respuestas
fisiologicas y psicoldgicas por su interaccion con neurotransmisores; a dosis altas, esos son
muy toxicos; sin embargo, a dosis bajas tienen alto valor terapéutico como relajantes
musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos; por ejemplo, la morfina y la codeina
son alcaloides que pertenecen a un grupo denominado alcaloides isoquinolinicos. (Avalos y
Pérez, 2009. pp.139-140).
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Terpenos.

Constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios. Existen alrededor de
40.000 moléculas diferentes; se clasifican por el nimero de unidades de isopreno (5
carbonos); por ejemplo, los terpenos contienen 10 carbonos, los triterpenos 30 carbonos, o
cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno se habla de politerpenos. Muchos
terpenoides son de interés comercial por su uso en aromas y fragancias como, por ejemplo,
el limoneno, citral y mentol, por mencionar algunos, ademas de poseer propiedades
medicinales importantes como anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales,

antimicrobianas. (Avalos y Pérez, 2009. pp.122-124).

Flavonoides.

Son compuestos fendlicos, y constituyen una de las familias mas intrigantes de los
metabolitos secundarios; por su amplia bioactividad los hacen merecedores de la atencién de
la investigacion farmacoldgica. Algunos ejemplos de estos son la flavona, el flavonol, entre
otros. Dentro de las propiedades farmacoldgicas que poseen estos compuestos son
antiinflamatorias, antioxidantes, antiagregantes, antihemorragicas, vasodilatadoras,
antineoplésicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas y hepato protectoras. (Alvarez y
Orallo, 2003. pp.130).

A partir de esto, los flavonoides han ido ganando interés como potenciales agentes
terapéuticos frente a una amplia variedad de enfermedades. Ademas, los efectos curativos de
muchos remedios de la medicina natural tradicional pueden ser atribuidos a la presencia de

estas moléculas. (Alvarez y Orallo, 2003. p.131).
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Figura N° 17. Estructura molecular de un alcaloide (morfina), terpeno

(limoneno) y flavonoide (flavona)

H

HO™"

Morfina

Limoneno

Fuente: Avalos y Pérez (2009)

Cumarinas.

@)

Flavona

Proceden del metabolismo de la fenilalanina; son solubles en alcoholes y en

disolventes organicos; su interés farmacoldgico es limitado; algunas furanocumarinas son

fotosensibilizantes y, por este motivo, se puedan utilizar en terapéutica para el tratamiento de

la soriasis; también tienen propiedades para tratar edemas y son antimicrobianas; se han

utilizado en la realizacion de estudios clinicos en pacientes con cancer avanzado, por su

accion inmunoestimulante y citotoxica. Dentro de las cumarinas se encuentra el dicumarol.

(Mifio, 2007. pp.27-28).

Antraquinonas.

Constituyen el grupo mas numeroso de las quinonas naturales; se derivan de la

oxidacion de compuestos aromaticos; son la base y fuente de una importante cantidad de
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colorantes por su color amarillo a violeta, y contribuyen a la pigmentacion de numerosos
vegetales, como, por ejemplo: se tienen antronas, las mismas antraquinonas, oxantronas,
entre otras, y dentro de sus propiedades farmacoldgicas se encuentra su accion purgante.
(Mifio, 2007. p.28)

Taninos.

Son polimeros polifendlicos producidos en las plantas, y que tienen la habilidad de
formar complejos con proteinas, polisacaridos, &cidos nucleicos, esteroides, alcaloides y
saponinas. Algunos ejemplos son los galotaninos y elagitaninos. Tienen la propiedad de
coagular las proteinas de las mucosas y tejidos; crean una capa aislante y protectora, que
reduce la irritacion y el dolor; entre otras de sus propiedades farmacoldgicas se encuentran
antidiarreicas, antiséptico local, antiinflamatorias, antioxidantes. (Mifio, 2007. pp.25-26).

Figura N° 18. Estructura molecular de una cumarina (dicumarol), antraquinona

(antrona) y tanino

O OH
OH HO
O
7
0 . HO OH
0 0 OH
Dicumarol Antrona Tanino

Fuente: Mifio (2007)
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Aceites esenciales.

Constituyen del 0,1 al 1% del peso seco de la planta. Son liquidos con escasa
solubilidad en agua, solubles en alcoholes o en disolventes organicos; son las sustancias
aromaticas naturales responsables de las fragancias de las flores y otros 6rganos vegetales.
Pueden depositarse en diferentes partes de la planta; por ejemplo, en tejidos especificos como
en el pericarpio de los frutos citricos; en los pétalos de las rosas, en la corteza, tallo, fruto u
hojas de las plantas. (L6pez, 2004. p.88).

A temperatura ambiente son incoloros, pero al oxidarse se resinifican y se tornan de
un color amarillento oscuro; son generalmente mezclas de varios constituyentes, pero
pertenecen, de forma casi exclusiva, al grupo de los terpenos y, en menor medida, al grupo
de los compuestos aromaticos que derivan del fenilpropano. Dentro de las acciones
farmacoldgicas estan la aromaterapia, accion antirreumatica, antiinflamatoria, espasmolitica,

sedante, antiséptica y antimicrobiana. (Lopez, 2004. P.90).

Pruebas de Identificacion de Metabolitos Secundarios

Prueba de Dragendorff

Esta prueba se utiliza para la identificacion de alcaloides; para este analisis se usa el
reactivo de Dragendorff, donde Palacios (2013), menciona que este es una solucién de yodo
bismuto de potasio o KBils, que al agregarla a una sustancia que contenga alcaloides se
formara un precipitado de coloracion anaranjada. Estos metabolitos secundarios son solubles
en solventes organicos como el éter y cloroformo, por lo que generalmente las prueban dan

positivas cuando son extraidos por estos disolventes. (p.35)

Prueba de Shinoda

Para Carvajal, Hata, Sierra y Rueda (2009), esta prueba se utiliza para la
identificacion de flavonoides, por medio de la reaccién de Shinoda, la cual consiste en
adicionar los reactivos de metanol, limaduras de magnesio y acido clorhidrico concentrado,

ocasionando una reaccion donde hay desprendimiento de hidrogeno. Una vez que termine se
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observan rojizos, violetas o anaranjados, lo cual es indicativo de la presencia de este

metabolito secundario. (pp.164-165)

Prueba de KOH

Esta prueba se utiliza para la identificacion de cumarinas, las cuales se derivan de la
a benzopirona y, dado que en su estructura presentan un gran nimero de instauraciones, estos
compuestos exhiben una fuerte fluorescencia azul o verde, al ser irradiados con luz
ultravioleta, indicando la presencia de este metabolito secundario. Ademas, todas las
cumarinas poseen en su estructura y-lactona, donde se puede identificar mediante las

reacciones propias para lactonas. (Carvajal, et al., 2009. p.166).

Segun Carvajal et al. (2009), esta prueba se realiza por medio de una cromatografia
de capa fina, y revelando con KOH, la cual propicia la aparicion de la fluorescencia en caso

de la presencia de este metabolito secundario. (p.167).

Prueba de Borntrager-Kraus

Esta prueba se llama asi porque se basa en la hidr6lisis de los enlaces glicosidicos,
produciendo una oxidacion de las antronas y de los antranoles, hasta generar las
antraquinonas, por medio de la formacidn de complejos de color rojo, que indican positivo
en este metabolito secundario. Lo Unico que se necesita para generar esta reaccion es el
reactivo de hidroxido de amonio, a una concentracion del 25%. (Ochoa y Sarmiento, 2018.
pp.20-21).

Prueba de Taninos

Como su nombre lo dice, lo que busca es la identificacion de taninos. Segin Ochoa y
Sarmiento (2018), para una identificacion rapida de este metabolito secundario se utiliza una
prueba de colorimétrica con adicionar cloruro férrico (FeCl3). Un cambio de color a azul
oscuro indica la presencia de taninos pirogalicos (hidrosolubles), pero si mas bien el cambio
es a verde indica la presencia de taninos de tipo catecol (taninos condensados), que son un

tipo de flavonoide presente en la planta que cumple funciones de defensa en esta. (p.44)
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Identificacion de Terpenos por medio de Cromatografia de capa fina

Estos compuestos tienen una estructura compuesta por un nucleo esteroidal
glicosilado (2 desoxiazucares) y una lactona insaturada de 5 0 6 miembros. Para la deteccion
de estos compuestos se puede emplear una cromatografia de capa fina, y se revelan con el
reactivo de vainillina; se considera un resultado positivo si aparecen manchas en cualquier

tonalidad de rojo, azules o verdes. (Carvajal et al., 2009. p.164).

Prueba de Espuma

Se utiliza para la identificacion de Saponinas. Segun Ochoa y Sarmiento (2018), es
una prueba muy sencilla de realizar: solo se debe tapar la muestra primero y agitarla durante
un minuto; si la espuma permanece estable por lo menos durante 30 minutos, se considera

positiva. (p.43).

Prueba de Benedict: Identificacion de azicares reductores

Segun Huertas (2016), esta prueba para la identificacion de azucares reductores se
fundamenta debido a que el ion clprico, proveniente del sulfato clprico (reactivo de
Benedict), es capaz de reducirse en un medio alcalino por efecto del grupo aldehido del
azucar y con forma de Cu+. Este nuevo ion se observa como un precipitado rojo ladrillo

correspondiente al 6xido cuproso, indicando que es positivo en azucares reductores. (p.35)

Pruebas de Sensibilidad a Antibioticos

Estas pruebas histéricamente han sido realizadas de dos maneras: in vitro e in vivo.
Sin embargo, en los laboratorios de microbiologia clinica se realizan, exclusivamente,
pruebas de sensibilidad in vitro. En principio, las pruebas in vitro tratan de predecir el efecto
de un tratamiento in vivo, pero utilizando solo dos de los tres elementos en juego: el
antibidtico y la bacteria, puestos en un medio que dista mucho de ser el que naturalmente se

da en una infeccion. (Lopardo, 2016. p.271).
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Segun Reller, Weinstein, Jorgensen y Ferraro (2009), estas pruebas de desempefio
dan un indicador de cuén sensible es la bacteria elegida a los antimicrobianos, o para detectar
si existe resistencia en aislados bacterianos individuales. En la clinica hay diferentes métodos

de prueba de sensibilidad a los antibioticos. A continuacién, se describen algunos:

Pruebas de Dilucion de Caldo

Este es uno de los primeros métodos usados. Consiste en la preparacion de diluciones
con antibidticos conocidas, colocadas en un tubo de ensayo con un medio de crecimiento
liquido como se observa en la figura N° 19, para luego inocular la bacteria estandarizada en
la suspension; luego se incuba por 24 horas a una temperatura 35-37 °C; una vez transcurrido

el tiempo, lo que se busca es turbidez, lo que indica que hay crecimiento bacteriano. (p.1749).

La concentracion mas baja de antibidtico, que impida esa turbidez, representa la
concentracion inhibitoria minima (MIC). La ventaja de esta técnica es que da un resultado
cuantitativo, pero como toda técnica, tiene sus desventajas, y una de ellas es la posibilidad
de errores en la preparacion de las soluciones con antibiotico. (p.1749).

Método de Gradiente Antimicrobiano

Se utiliza el principio de un gradiente de concentracion de antimicrobiano usando
tiras delgadas, que estan impregnadas de antibidtico seco a diferentes concentraciones en la
parte inferior como se observa en la figura N° 20. Se pueden colocar varias tiras en la
superficie de una placa de agar, que se haya inoculado con una suspensién de la bacteria
estandarizada; se incuba por 24 horas; estas pruebas se leen observando las tiras desde la
parte superior de la placa. EI MIC esta determinado por la interseccién de la parte inferior

del area de inhibicion del crecimiento en forma de elipse con la tira de prueba. (p.1750)
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Figura N° 19. Pruebas de Dilucién de Caldo

Fuente: Reller et al. (2009)

Figura N° 20. Prueba Gradiente Antimicrobiano

B Y 7] in
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Fuente: Reller et al. (2009)
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Antibiograma

Segln Ndafez (2007), es una prueba muy simple y préctica para determinar la
sensibilidad de la bacteria a un antibiotico. Se realiza por el método de difusion, donde se
inocula la bacteria a una concentracion conocida sobre la superficie de un medio de agar, y
luego se colocan los discos de papel filtro con una solucion de antimicrobiano conocida. Lo
que se busca con esta técnica son halos de inhibicion en los antibioticos, en los que el
microorganismo sea susceptible. Se inocula la muestra por 18-24 horas a 37 °C; los resultados
de la prueba de difusién en disco son cualitativos, porque da una categoria de susceptibilidad

(susceptible, intermedia o resistente). (pp.29-30).

Figura N° 21. Prueba de Antibiograma

Fuente: Reller et al. (2009)
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Cromatografia para la Deteccion de Componentes en una Muestra

Es un método fisico de separacion, en la cual los componentes que se quieren separar
se distribuyen en dos fases, una fase estacionaria (inmovil) y una fase moévil, que se mueve
en una direccién determinada a través de la primera. La adsorcion selectiva se da,
produciendo manchas de diferentes colores; el origen de este método se le atribuye al
botanico Tswett, de origen ruso, en el siglo XX, donde emple0 esta técnica de separacion en

una mezcla de pigmentos vegetales. (Sierra, GOmez y Pérez, 2009. pp.141-142).

Por otra parte, Sierra et al. (2009) hacen referencia a que la clave de la separacion, en
esta técnica, es que la velocidad con la que se mueve cada sustancia depende de su afinidad
relativa por ambas fases. De forma general, los componentes mas afines a la fase estacionaria
avanzan lentamente, mientras que los mas afines a la fase mdvil se mueven con mayor
rapidez. Existen diversos tipos de cromatografia; sin embargo, se van a explicar las dos

técnicas utilizadas en esta investigacion. (pp.149-150).

Cromatografia de Capa Fina

Sharapin (2000), hace referencia a que esta técnica es de origen cualitativa, donde se
produce un fraccionamiento que va a lograr separar y aislar los componentes de una mezcla
por medio de migracion diferencial; se va utilizar una fase estacionaria, la cual es sélida, y
una fase mavil liquida. Se coloca en la fase estacionaria una pequefia gota de la sustancia a
separar, y se coloca en la fase movil, como se muestra en la figura N° 22 (a); al final se
obtiene la separacion de los compuestos, como se observa en la figura 22 (b). (p.152)

Escoger el eluyente apropiado es de gran importancia para la buena separacion de los
compuestos; debe ser seleccionado tanto en funcion de la fase estacionaria como de la
naturaleza de la sustancia que va a ser separada, con el fin de que cada componente se pueda
desplazar. Dentro de las ventajas de este método es su facil ejecucion y comprension de los
resultados; ademas de que se usa un equipo simple, y es de bajo costo. (Sharapin, 2000.
p.153).
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Figura N° 22. Cromatografia de Capa Fina
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Fuente: Pereira et al. (2013)

Cromatografia de Gases Acoplado a Espectrometria de Masas

Gutiérrez y Droguet (2002) describen esta técnica como una herramienta potente para
separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles y semivolatiles de mezclas
complejas; se emplea para confirmar la existencia o ausencia de un compuesto en una
determinada muestra, combina la capacidad de separacion que presenta la cromatografia de
gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas. Esta combinacién
permite analizar y cuantificar compuestos o trazas en mezclas complejas con un alto grado
de efectividad. (pp.35-37).

La razon por la cual estas dos técnicas se acoplan es debido a que la cromatografia de
gases no puede verificar la presencia de un compuesto determinado, sobre todo en situaciones
donde se analizan muestras que contienen varios componentes; por esto se utiliza un acoplado
a la espectrofotometria de masas, porque con este equipo se logran identifica los
componentes casi sin equivocaciones, pero no es capaz de reconocer ningln compuesto si No

estan separados de la muestra.
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La utilizacion de una cromatografia de gases que esté acoplada a un espectrometro de
masas requiere sistemas especiales de conexion para su correcto funcionamiento En
principio, se trata de dos técnicas que trabajan en fase gaseosa, y lo Unico que necesitan es
una pequefia cantidad de muestra para su analisis, por lo que son muy compatibles para poder
combinarlas. EI equipo funciona inyectando la muestra en el cromatdgrafo de gases,
obteniendo la elucion sucesiva de los componentes individuales aislados, que pasan
inmediatamente al espectrémetro de masas. Cada uno de estos componentes se registra en
forma de pico cromatogréfico, y se identifica mediante su respectivo espectro de masas. (pp.
37-41).

Figura N° 23. Equipo de Cromatografia de gases acoplado a masas

Fuente: Moray Vargas (2018)
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CAPITULO Ill: MARCO METODOLOGICO

Enfoque de la investigacion

Esta investigacion tendra un enfoque cuantitativo y cualitativo, el cual Hernandez,
Fernandez y Baptista (2014), en su libro “Metodologia de la Investigacion”, lo definen como
secuencial y probatorio, debido a la utilizacion de diversas variables que logran ser medibles
a un determinado tiempo. Ademas, se requiere de instrumentos para la recoleccion de los
datos, los cuales son traducidos en datos numéricos y tabulados, generando, asi, hipotesis,

para establecer una serie de conclusiones respecto a estas. (p.4).

La razén de esto es, porque se pretende hacer un fraccionamiento de la pulpa del Cocos
nucifera (coco) con disolventes de distintas polaridades, para obtener diferentes extractos.
Ademas, se realiza un tamizaje fitoquimico y una cromatografia de gases acoplado a masas a la
pulpa, para identificar los metabolitos secundarios presentes, y probar su actividad

antimicrobiana contra la bacteria Staphylococcus aureus.

Disefio de la investigacion

El método de esta investigacion es de tipo experimental. Los autores Hernandez et al.
(2014), refieren que estos se utilizan cuando el investigador pretende establecer el posible
efecto de una causa que se manipula intencionalmente con una o mas variables
independientes, dentro de una situacioén de control para el investigador: es decir: “La esencia
de esta concepcion de experimento es que requiere la manipulacion intencional de una accién

para analizar sus posibles resultados”. (p.129).

Esto es debido a que involucra la obtencion de extractos de la pulpa del Cocos
nucifera por medio de disolventes, asi como la identificacion de principios activos presentes
en los extractos, y determina la capacidad antimicrobiana de estos frente a la bacteria

Staphylococcus aureus, con el fin de poder indicar si algun extracto de la pulpa del Cocos
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nucifera (coco) tiene actividad antimicrobiana o no frente a la bacteria patogena

Staphylococcus aureus.

Variables de la investigacion

En este trabajo de investigacion el cuadro de operacionalizacion de variables va en

funcién de los objetivos especificos planteados.

Tabla N° 5. Operacionalizacion de variables

Objetivo Variable Definicion | Indicador Instrumento
Especifico conceptual
Elaborar un Separacion
fraccionamiento  de i i de una
Fraccionamien | mecla en
presente en la pulpa e'ltgpgs, ; polaridad entre | separador
_ eliminando 1 e| disolventey | mediante
del Cocos nucifera er cada etapa | extracto. extraccion
ili alguna liquido-liquido.
(coco) utilizando los proporcion
disolventes hexano, de una de las
diclorometano sustancias de
y la mezcla.
acetato de etilo. (Lujan,
2017).
Efectuar un tamizaje | Tamizaje Permite Observacion
. . fitoquimico. determinar cualitativa de las
fitoquimico de Ia o
cualitativa- pruebas
pulpa del  Coco mente los Identificacién | colorimétricas:
nucifera (coco), con principales colorimetrica
_ o grupos de la presencia
el fin de identificar qU|m|ctos de los Shinoda.
- presentes en | metabolitos
los metabolitos una planta secundarios en | Dragendorff.
por medio de | |os extractos
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Staphylococcus
aureus, para
determinar cuanta
sensibilidad presenta
al extracto.

una bacteria
a un grupo
de
antibioticos.
(Aguila,
2016).

secundarios solventes de lapulpade | KOH
apropiadosy | coco. (cumarinas).
presentes. la aplicacion i
de reaccion Li erhma(r;
de color y Burchard.
precipita- Borntrager.
cion. Kraus.
(Calle, et al., Benedict.
2017).
Taninos.
Vainillina.
Lugol.
Espuma.
Comprobar la
eficacia in vitro de .
los diferentes :Z;etermlnar
extractos obtenidos I Placa de Petri.
de la pulpa del Cocos Zuzceptlblll— _
nucifera (coco) en ad Medio de
diferentes . (sensibilidad cultivo.
. Sensibilidad o resistencia) | % de
concentraciones . T .
contra el de la bacteria. | de inhibicién. Bacteria

Staphylococcus
aureus.

Incubadoras.

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Instrumentos y Técnicas

Fraccionamiento de pulpa de Cocos nucifera (coco)

Materiales y Equipos.

Botellas con cierre hermético.

Colador.



https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria

Beaker.

78

Balanza analitica, marca: ADAM Nimbus, modelo: NBL-254e, capacidad 2509 +/-

0,0001.

Estufa DIGISYSTEAM, modelo DN-500.
Buchner.

Kitasato.

Papel filtro marca Fisher, cualitativo P4.
Embudo Separador.

Embudo de espiga corta.

Erlenmeyer.

Probetas.

Rotavapor marca Yamato, modelo: BM500.
Agitador de vidrio.

Espétula.

Coco rallado 500g.

Reactivos.
Etanol 70%.

Hexano.
Diclorometano.
Acetato de Etilo.

Sulfato de Sodio anhidro.
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Método de extraccion para el fraccionamiento de pulpa de Cocos nucifera (coco)
1. Primero se procedio a sacar la pulpa de coco de la cdscara; una vez obtenida, se
rallé hasta tener 250 g, el proceso de recoleccion de la muestra vegetal se realizé en el mes

de junio en la zona de Jicaral, peninsula de Nicoya.

2. Se coloca el coco rallado en una botella &mbar y se le adiciona etanol al 70% hasta
tapar completamente; se deja reposar por una semana, moviendo el contenido de la botella

cada dos dias, para una correcta maceracion.

3. Unavez transcurrida la semana, se procede a filtrar al vacio el contenido, por medio
de un embudo de Buchner y Kitasato, utilizando un papel de filtro marca Fisher, cualitativo
P4.

4. Filtrado el extracto, se procede a concentrar el extracto, eliminando el etanol por

medio del rotavapor, a una temperatura de 60 °C a 100rpm, obteniendo un extracto acuoso.

Figura N° 24. Extracto acuoso de la pulpa del Cocos nucifera obtenido por
maceracion con etanol al 70%o, y posterior filtracion al vacio con Blchner y Kitasato y

concentracion en el rotavapor

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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5. El extracto acuoso obtenido se procede a dividir a la mitad; una de las mitades se

usa para el tamizaje fitoquimico y la otra para el fraccionamiento.

6. Para el fraccionamiento se coloca el extracto acuoso en un embudo separador y se

le adiciona hexano, efectuando tres extracciones de 25 mL cada una de ellas.
7. El extracto en hexano se seca con sulfato de sodio anhidro.

8. Se repite el mismo procedimiento de la extraccion con hexano, pero esta vez

utilizando diclorometano, y posteriormente con acetato de etilo.

9. Una vez obtenido el fraccionamiento del extracto acuoso de la pulpa de coco, se

procede a evaporar el disolvente de cada extracto, por medio del rotavapor.

Figura N° 25. Proceso de extraccion liquido-liquido utilizando embudo

separador (a) y Proceso de concentracion de extractos utilizando rotavapor (b)

Fuente: Elaboracién propia (2019)
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Figura N° 26. Esquema para la metodologia empleada en el fraccionamiento de la pulpa

del Cocos nucifera (coco)

Pulpa rallada de

coco + etanol al
F0%

1 semana después, ze filtra al vacia /
rotavapar a 60°C & 100rpm

tamizaje

3 extracciones de
25 mL con hexano

fraccionamiento

Se les agrego
sulfato de sodio

3 extracciones 3 extracciones
de 25 mL con de 25 mL con
diclorometano acetato de etila

[
Extracto en

hexano

Rotavapor a
60°C a 100rpm

Extracto 1

Extracto en
diclorometano

Extracto en

. Extracto acusoso
acetato de etilo

Rotavapor a Rotavapor a
40°C a 100rpm 60°C a 100rpm

Extracto 2

Extracto 3

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Extraccién del aceite de Cocos nucifera (coco)

Materiales y Equipos

Botellas con cierre hermético.

Colador.

Beaker.
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Buchner.
Kitasato.
Papel filtro marca Fisher, cualitativo P4.

Balanza analitica, marca: ADAM Nimbus, modelo: NBL-254e, capacidad 2509 +/-
0,0001.

Embudo separador.

Embudo de espiga corta.

Erlenmeyer.

Probetas.

Rotavapor, Yamato, modelo: BM500.
Agitador de vidrio.

Espatula.

Coco rallado 500g.

Reactivo.

Hexano.

Método de extraccidon para obtener aceite de Cocos nucifera (coco)
1. Se obtienen 250 g de pulpa del Cocos nucifera, debidamente rallada, sin rastros de

Su céscara.

2. Se coloca el coco rallado en una botella &mbar y se le adiciona hexano hasta tapar
completamente; se deja reposar por una semana, moviendo el contenido de la botella cada

dos dias, para una correcta maceracion.

3. Una vez transcurrida la semana, se procede a filtrar al vacio el contenido por medio
de un embudo de Biichner y Kitasato, utilizando un papel de filtro marca Fisher, cualitativo
P4,
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4. Filtrado el extracto, se procede a concentrar el extracto eliminando el hexano por

medio del rotavapor a 40°C/100rpm, obteniendo un extracto de apariencia aceitosa.

Figura N° 27. Equipo de filtracion al vacio (Buchner Kitasato y bomba al vacio)

junto al extracto de Cocos nucifera de hexano

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura N° 28. Metodologia empleada en la extraccion de aceite de la pulpa del

Cocos nucifera

Pulpa de coco
rallada +

Hexano

1 semana después . -
Se filta al vacid

/ rotavapor a
40°C a 100rpm

Extracto de

Aceite de coco

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Tamizaje fitoquimico de la pulpa de Cocos nucifera (coco)

En la realizacion del tamizaje fitoquimico, se siguié el procedimiento descrito en el
Manual de Laboratorio de Farmacognosia de la Universidad Internacional de las Américas,
elaborado por el Licenciado Javier Rodrigo Alpizar Cordero, quien toma como referencia a
Dominguez (1973).

Materiales y Equipo
Embudo separador.

Aro metalico.



Goteros.
Capilares.

Vidrio reloj.
Espatulas.

Pizeta.

Soporte universal.

Erlenmeyer.

Calentador-agitador, marca Corning, modelo: PC 420D.

Beaker.

Tubos de ensayo.

Papel filtro.

Lampara UV-Vis, longitud de onda 254 nm y 365 nm.
Cromatoplacas TLC Silica Gel 60 F254.

Capilla extractora Biobase, modelo FHI 200 (X).

Reactivos.
Eter etilico.

Acido clorhidrico al 2%.
Reactivo Dragendorff.

Metanol concentrado.
Limaduras de Magnesio.

Acido clorhidrico concentrado.
Hidrdxido de potasio 0,5 mol/L.

Cloroformo.

85
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Anhidrido Acético.

Acido Sulfurico concentrado.

Hidroxido de Amonio 25%.

Cloruro de hierro 111 1%.

Hexano.

Acetato de Etilo.

Reactivo de Vainillina 1%.

Etanol 99%.

Lugol (yodo, yoduro de potasio y agua destilada).
Yodo metalico.

Reactivo de Benedict (Sulfato cuprico, Citrato de sodio y Carbonato anhidro de

sodio).

Hidroxido de sodio al 10%.

Método para la extraccion de la fase etérea.

1. Se toman 75 mL del extracto acuoso concentrado que se separé para este apartado;
se coloca en un embudo separador y se le agregan 25 mL de éter etilico, agitando levemente
para liberar el gas que se forma; cuando no salga mas gas significa que las presiones estan

equilibradas.

2. Se coloca el embudo separador en el soporte y se retira la tapa; se deja reposar hasta

que se observa una division clara de ambas fases.

3. Se recolectan las dos fases en recipientes diferentes y se rotulan correctamente,

para evitar confusiones.
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4. Se coloca nuevamente el extracto acuoso en el embudo separador y se repite el
procedimiento anterior hasta 4 veces, juntando todos los extractos de éter etilico en el mismo

recipiente.

Extracto acuoso.
1. El extracto acuoso, que se utilizd en la extraccion con éter etilico, se separa en dos

partes en recipientes distintos, y se rotulan como AQ1 y AQ2.

2. Al extracto AQ2 se le afiaden 10 mL de acido clorhidrico 3 mol/L; se agita bien 'y

se calienta por 20 minutos; transcurrido el tiempo, se espera a que la muestra se enfrié.

3. Se coloca la mezcla en un embudo separador, y se procede a realizarle 3

extracciones con éter etilico, de la misma manera que se realizé en la extraccién anterior.
4. Al extracto etéreo se le denomina AQZ2E y al extracto acuoso como AQ2A.

A los extractos obtenidos anteriormente se les realiza una serie de pruebas que

conforman el tamizaje fitoquimico. En la siguiente tabla se detalla esta informacién:

Tabla N° 6. Pruebas que se le deben realizar a cada extracto para el tamizaje

fitoquimico
Extracto Prueba realizada
Identificacion de Terpenos, Triterpenos
Etéreo (E) Taninos, Alcaloides, Flavonoides,
Cumarinas y Antraquinonas
Identificacion de Alcaloides, Triterpenos,
Etéreo 2 (AQ2E) Flavonoides Cumarinas y Antragquinonas.
Identificaciéon de Almidon, Saponinas,
Acuoso 1 (AQ1) Taninos, Alcaloides y Azucares reductores.
Acuoso 2 (AQ2A) Identificacidon de Antraquinonas

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Pruebas para el tamizaje fitoquimico

Prueba de Dragendorff (identificacion de alcaloides)
1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se coloc6 en un tubo de ensayo; usando el

bafio maria se evaporo el disolvente (éter).

2. El residuo resultante se disolvio en 3 mL de HCI al 2%; luego se le agregaron 3

gotas del reactivo de Dragendorff; este reactivo se agrego por las paredes del tubo de ensayo.
3. Si hay presencia de alcaloides se forma un precipitado anaranjado.

4. Esta prueba se repite para AQ2E y AQ1, con la excepcion de que al AQL no se
coloca en bafio maria, sino que se le adicionan los reactivos después de colocar los 4 mL en

el tubo de ensayo.

Prueba de identificacion de flavonoides (Shinoda)
1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocaron en un tubo de ensayo; usando

el bafio maria se evaporo el disolvente (éter).

2. El residuo resultante se disolvié en 2 mL de metanol y se calenté nuevamente en

bafno maria.

3. Se le adicion6 una punta de espatula de limaduras de magnesio; se llevo la muestra
a la capilla de extraccion, con mucho cuidado, y por las paredes del tubo de ensayo se le
agregé 1 mL de HCI concentrado; se agitd suavemente (se iba a generar un burbujeo

violento).

4. Si hay presencia de flavonoides se debe generar una coloracion rojo oscuro (Si no

es alta la concentracion de este metabolito puede ser un color rosa).

5. Esta prueba se repite para AQZ2E.
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Prueba de identificacion de cumarinas (KOH)
1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se coloco en un tubo de ensayo; usando el

bafio maria se evaporo el disolvente (éter).

2. El residuo obtenido se disolvié en 1 mL de agua hirviendo.

3. Se colocaron 2 gotas separadas con ayuda de un capilar a un papel filtro, de la

solucion que estaba en el tubo de ensayo.

4. Se observaron las gotas del papel filtro usando la ldmpara UV a una longitud de
onda de 366 nm; luego se le agregé KOH a las gotas y se volvié a observar en la lampara.

5. Si hay presencia de este metabolito, se debe observar una coloraciéon verde

alrededor de la muestra, inmediatamente después de aplicado el KOH.

6. Esta prueba se repite para AQ2E.

Prueba de Liberman Burchard (ldentificacion de triperpenos y esteroles)
1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocaron en un tubo de ensayo; usando

el bafio maria se evaporo el disolvente (éter).

2. Se llevo el tubo de ensayo a la capilla y se le agrego al residuo obtenido: 1 mL de

cloroformo.

3. Luego se le adiciond 1 mL de anhidrido acético, y se agit6 el tubo de ensayo con

cuidado.

4. Al tener el tubo inclinado y sin agitar, se le agregaron lentamente 3 gotas de acido

sulfurico concentrado.

5. Si la prueba es positiva en este metabolito, se formara un anillo en medio de las

dos fases, de color rojo marron o verde esmeralda.

6. Esta prueba se repite para AQZ2E.
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Prueba de Borntrager-Kraus (Identificacion de antraquinonas)
1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocaron en un tubo de ensayo; usando

el bafio maria se evaporé el disolvente (éter).

2. El residuo obtenido se disolvido en 1 mL de hidréxido de amonio al 25%.

3. Si la prueba es positiva en este metabolito, la disolucion se tornara de un color rojo

oscuro.

4. Esta prueba se repite para AQ2E y AQ2A, con la excepcion de que al AQL no se
coloca en bafio maria, sino que se le adicionan los reactivos después de colocar los 4 mL en

el tubo de ensayo.

Prueba de Taninos (ldentificacion de Taninos)
1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocaron en un tubo de ensayo; usando

el bafio maria se evaporo el disolvente (éter).

2. Al residuo obtenido se le afiadieron cinco gotas de cloruro de hierro 111 al 1%.

3. Si la prueba es positiva en este metabolito, la disolucién se tornara de un color azul

(taninos gélicos) o color verde (taninos catéquicos).

4. Esta prueba se repite para AQ1, omitiendo el paso numero 1.

Prueba de Cromatografia de capa fina TLC (Determinacion de Terpenos)
1. Se tomd, con un capilar, una muestra del extracto etéreo, y se aplicd una pequefia
gota en una placa cromatogréfica de capa fina (silica gel con fluorescencia a 254 nm); esta

fue la fase estacionaria.

2. Para la elaboracion de la fase mévil o eluyente se usaron 18 mL de hexanoy 2 mL
de acetato de etilo (9:1).
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3. Se armd el sistema cromatografico, igual que se muestra en la figura N° 22; se tuvo
el cuidado de que la cantidad de eluyente realizada no estuviera por encima del punto de

aplicacion de la muestra.

4- Una vez ajustado el sistema, se coloco la placa dentro, se cubrid y se retir6 la placa
cuando el eluyente Ilego a la marca de 0.5 cm de la parte superior.

5- Se dej6 secar bien y se observé con la luz UV a 254 y 365 nm.

6- A la placa se le agrego el reactivo vainillina-acido sulfurico en etanol, hasta que
quedo bien impregnada. Se realizd desde la parte superior de la placa y se dejé correr en linea

recta. Se dejo secar.

7. La placa se revel6 quemandola en el calentador-agitador con la parte metélica en

contacto con el calentador, y se retiré cuando la coloracién se observo intensa.

8. Se repitio el proceso para otra placa, con la variacion que se revel6 utilizando yodo

metalico.

Prueba de Lugol (Determinacion de Almidon)

1. Se tomaron 2 mL del extracto AQ1 y se colocé en un tubo de ensayo.

2. Se le afiadio gota a gota el reactivo de Lugol, hasta observar que hay un cambio de

color; se puede agregar un maximo de 2 mL del reactivo.

3. Para que la prueba dé positivo a almidén, debe cambiar a color azul.

Prueba de Espuma (Determinacion de saponinas)

1. Se agregaron 3 mL de AQ1 a un tubo de ensayo.

2. Se tap6 el tubo con papel parafina y se agité por un minuto; se dejo reposar por 20

minutos.

3. La prueba es positiva si la solucion presenta espuma.
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Prueba de Benedict (Determinacion de azucares reductores)
1. Se agregaron 3 mL de AQ1 a un tubo de ensayo.
2. Se le afiadieron 10 gotas del reactivo de Benedict, agitando un poco.
3. Se coloco el tubo de ensayo en un bafio maria y se esper6 5 minutos.

4. La prueba es positiva si hay formacion de un precipitado rojo ladrillo.

Figura N° 29. Metodologia empleada en el tamizaje fitoquimico para cada uno

de los extractos obtenidos del Cocos nucifera (coco)

Extracto acuoso de
Cocos nucifera

Agregar éter etilico 25 mL
(&4 extracciones)

Almidan
Saponinas . Terpenos
Taninos Taninos
Alcaloides | Alcaloides
Azdcares Flavonoides
Reductores Cumarinas
Fase acuosa i .
Fase étersa Antraquinonas
(AQ1) Triterpenos
Hidrdlisis: 10 mL HCl 3M
Extraccion con éter
IDQ"'E'-‘é etilico (25 mL 4 veces) Alcaloides
. o Triterpenos
ANtraquinonas - %z, ealizarle P
"—\‘"\:t ACQZE W Flavonoides
AQ2A

Cumarinas
Antraguinonas

Fuente: Elaboracion propia (2019).
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Determinacion de composicion del aceite de Cocos nucifera por cromatografia de

gases acoplado a masas

Este andlisis se realizd en el Centro de Investigacion en Productos Naturales
(CIPRONA), con el fin de determinar los componentes del aceite obtenido de la pulpa de

Coco nucifera, en especial si posee acido laurico como uno de esos componentes.

La técnica usada fue una cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
confrontando los espectros de masas con librerias de NIST21, WILEY 139y con el patron de
referencia (C4-C24 Even carbon saturated FAMEs Supelco 49453U).

Se realizé una metilacién del aceite para la valoracion del perfil de acidos grasos. Los

datos reportados son para los compuestos mayoritarios observados en el cromatograma.
Las condiciones instrumentales:
Equipo utilizado: GCMS-QP 5000 Marca SHIMADZU

Columna: MDN-5S 300m, 025mm, ID Marca Supelco.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos y aceite de Cocos nucifera

(coco)

Materiales y Equipo
Micropipeta marca Huawei de 50 puL y 100 pL.

Puntas de micropipeta.

Mecheros Bunsen.

Cémara de flujo laminar, marca High Ten, modelo: 4HC-24.
Tubos de ensayo estériles.

Torundas estériles.
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Autoclave, marca Tomin Medical Equiment, modelo: TM-322.
Incubadora, marca Binder, modelo: 56.

Reactivos.
Placas de Agar Muller Hilton.

Solucion salina 0,9% estéril.

Cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Extracto de Cocos nucifera obtenido por hexano.
Extracto de Cocos nucifera obtenido por diclorometano.
Extracto de Cocos nucifera obtenido por acetato de etilo.
Extracto acuoso del Cocos nucifera.

Aceite de Cocos nucifera.

Agua estéril.

La cepa de Staphylococcus aureus fue facilitada por el Laboratorio de Bacteriologia
Médica de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica, brindada por el Dr.

Carlos Chacén Diaz.

Figura N° 30. Cepa de Staphylococcus aureus
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En primera instancia se realizaron las pruebas de microbiologia en las instalaciones

de la Universidad Internacional de las Américas. La metodologia empleada es la siguiente:

Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos de la pulpa y aceite de

Coco nucifera en las instalaciones de la Universidad Internacional de las Américas.

1. Se procedio a elaborar la solucion salina al 0,9% y se esterilizd por medio de

autoclave.

2. Lista la solucién, se procedio a encender los mecheros bunsen, para lograr mantener
estéril el area, ya que las instalaciones de la Universidad no cuentan con un laboratorio de

microbiologia equipado.

3. Se realiza una suspension bacteriana con solucion salina esteril, al 0,5 del estandar

de McFarland, que equivale a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/MI.

4. Se procedid a rallar la placa de agar Miller Hinton con la suspension bacteriana
previamente preparada, la técnica usada fue un barrido en tres direcciones distintas de la
placa con el caldo previamente preparado de la bacteria, con la finalidad de cubrir por
completo el medio de cultivo con la cepa, y que se diera un crecimiento uniforme. Se realizo

por triplicado.

5. La prueba de medicion del halo de inhibicién se realiz6 por la técnica de
impregnacion de discos con los extractos y aceite del Cocos nucifera al 100% (se disolvieron
en agua y dimetilsulféxido al 10%) y se colocaron en la placa; el blanco usado fue agua con
dimetilsulféxido al 10%.

6. Se taparon los agares y se colocan en la incubadora a 37 °C, durante 24 horas.

7- Después del tiempo de incubacidn, se observo el crecimiento de las bacterias en

las placas, y se evalud si los extractos y aceite tuvieron o no efecto antimicrobiano.
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Estas pruebas son preliminares a los datos obtenidos por el laboratorio clinico, esto
debido a que la universidad no tiene las condiciones de control de cepas, de aire, manejo de

residuos, entre otras cosas.

Figura N° 31. Técnica usada en las Instalaciones de la Universidad Internacional

de las Américas

Fuente: Elaboracion propia (2019)

En una segunda parte se realizan nuevamente las pruebas microbioldgicas, y se realiza
la identificacion de la bacteria S. aureus en el laboratorio de Microbiologia de la empresa
Chaso del Valle. En los ANEXOS se encuentra el resultado del analisis, que confirma que la

bacteria si es S. aureus y la carta de acreditacién del laboratorio.
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Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de la pulpa y aceite de
Cocos nucifera en un laboratorio microbiolégico.
1. Se procedid a elaborar la solucion salina al 0,9%, y se esterilizd por medio de

autoclave.

2. Lista la solucion, se procedid a trabajar en la camara de flujo laminar, para evitar

contaminaciones en las muestras.

3. Se realiza una suspension bacteriana con solucién salina estéril, al 0,5 del estandar

de McFarland, que equivale a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/MI.

4. Se procede a rallar la placa de agar Muller Hinton. La técnica usada fue un barrido
en tres direcciones distintas de la placa, con el caldo previamente preparado de la bacteria,
con ayuda de un asa estéril, con la finalidad de cubrir por completo el medio de cultivo con

la cepa y que se diera un crecimiento uniforme. Se realiz6 por triplicado.

5. La prueba de medicion del halo de inhibicion se realizo por 2 técnicas, la primera
fue por el método de discos, donde se usaron seis discos estériles por placa, y a cada uno se
le agregaron 50pL por extracto al 100% (no hubo dilucién) y se colocaron en la placa con la

bacteria sembrada. El blanco fue agua estéril.

La segunda técnica fue por medio de pozos hechos en el agar con una punta de
micropipeta estéril; se hicieron 6 pozos donde en cada uno se le adicionaron 100uL al 100%
(no hubo dilucién) de cada uno de los extractos y aceite de Cocos nucifera. El blanco fue

agua estéril.
6. Se taparon los agares y se colocaron en la incubadora a 37 °C, durante 24 horas.

7- Después del tiempo de incubacion, se observo el crecimiento de las bacterias en

las placas, y se evalud si los extractos y aceite tuvieron o no efecto antimicrobiano.
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Figura N° 32. Camara de flujo laminar

Fuente: Elaboracién propia (2019)

Figura N° 33. Proceso de adicion de los extractos de Cocos nucifera a la placa

inoculada con S. aureus

Fuente: Elaboracion propia (2019).
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CAPITULO IV. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

En este capitulo se van a reportar los datos obtenidos, que dan seguimiento y valor a
los objetivos de la presente investigacion. La discusion de estos resultados pretende dar
respuesta al planteamiento del problema expuesto, con la finalidad de evaluar las propiedades

antimicrobianas de los extractos de Cocos nucifera (coco).

Fraccionamiento de la pulpa y extraccion del aceite de Cocos nucifera
Una vez obtenido los frutos del Cocos nucifera (coco) se procedio a extraer la pulpa; luego

se le removio la cascara y se rallo, como se observa en la figura N° 33,

Al tener la pulpa finamente rallada, se logra una mejor superficie de contacto con el
disolvente (hexano o etanol), para obtener una mejor maceracion y extraccion de los

componentes de los metabolitos secundarios presente en la pulpa.

Figura N° 34. Ralladura de la pulpa de Cocos nucifera

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Los disolventes usados para esta extraccion son los mas adecuados para obtener los
metabolitos secundarios presentes en la pulpa; esto lo confirma Figueroa (2013) en su tesis
experimental, concluyendo que el uso de un disolvente como el hexano es el que proporciona
un mejor rendimiento para la extraccion de la fraccién lipidica (compuestos no polares); el
disolvente atrae estos compuestos por medio de las fuerzas intermoleculares, al generar una

atraccion de las fuerzas hidrofobas de los &cidos grasos presentes en la pulpa.

Por su parte, utilizar un disolvente etanoico, segun el mismo autor, permite una buena
extraccion de los compuestos menos polares y polares presentes en la pulpa del Cocos
nucifera, basandose en el mismo principio de las fuerzas intermoleculares, nada méas que esta

vez son por atraccion dipolo-dipolo o puentes de hidrdgeno.

Posterior al tiempo de maceracion, se logré determinar el porcentaje de extraccion
para cada una de las muestras; en la tabla N° 7 se evidencia la del extracto de aceite y en la

tabla 2 el del extracto acuoso.

Tabla N° 7. Determinacion del porcentaje de extraccion obtenido luego del
proceso de maceracion de la pulpa del Cocos nucifera en hexano, utilizando una balanza

analitica para medir las masas

Extraccion Cantidad Cantidad final % Extraccion

inicial (g) de extracto (g)

Pulpa de Coco
nucifera en 250, 0232 70,1872 28,0722

hexano

Fuente: Elaboracion propia (2019).

Como se ve, en la tabla anterior el porcentaje de extraccion obtenido de la pulpa del
Cocos nucifera en hexano es de un 28,0722%, siendo un porcentaje de extraccion aceptable
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del aceite, corroborando, asi, que este disolvente puede extraer la fraccion lipidica de esta

planta.

Para el calculo de este porcentaje de extraccion se determind mediante la siguiente

férmula:

s oxt 3 peso final del extracto (g) 100
_ *
0 EXITACCION = b eso inicial de la pulpa en hexano (g)

Figura N° 35. Muestra del aceite de la pulpa del Cocos nucifera (coco)

¢

Fuente: Elaboracién propia (2019)
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Tabla N° 8. Obtencion de la masa del extracto acuoso de la pulpa del Cocos

nucifera
Masa de Masa de viales Masa de Promedio
Extracto  Muestra viales vacio + sdlido solido de la masa
contapa(g) obtenido con obtenido del solido
tapa (9) 9)
1 11,4141 11,4752 0,0611
Acuoso 2 11,4178 11,3596 0,0582 0,0602
3 11,3712 11,4324 0,0612

Total, de mL del extracto acuoso obtenido: 200 mL

Gramos obtenidos del extracto acuoso: 6,02009

Fuente: Elaboracion propia (2019).

El extracto acuoso es una mezcla de los componentes de la pulpa del Cocos nucifera
mas agua, por lo cual no se puede sacar un porcentaje de extraccion igual que para el extracto
en hexano (aceite). Como se observa en la tabla anterior, la masa promedio de 3 muestras del
extracto es de 0,0602 g; es decir, que la relacion de masa seria 0,0602 g por cada 2 mL de
extracto, lo que equivale a 6 g de masa en los 200 mL del extracto acuoso, dando una

concentracion masa/volumen de 3% m/v.
La formula para obtener la concentracion m/v del extracto acuoso es la siguiente:

m  masa obtenida del extracto (g)
*

0 — — 100
% v 100 mL del extracto

Una vez obtenido el extracto acuoso de la pulpa del Cocos nucifera, se le realizé un
fraccionamiento, utilizando los disolventes de hexano, diclorometano y acetato de etilo. En

la siguiente tabla se observa la masa (g) obtenida para cada extracto.
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Tabla N° 9. Masas obtenidas del fraccionamiento del extracto acuoso obtenido
de la pulpa del Cocos nucifera por medio de los disolventes hexano, diclorometano y
acetato de etilo

Extracto Masa obtenida (g)
De Hexano 1,5246
De Diclorometano 0,9875
De Acetato de etilo 0,8864
ACU0SO0 2,1535

Fuente: Elaboracién propia (2019)

Como se observa en la tabla anterior, de los disolventes usados para el
fraccionamiento de la pulpa, el de hexano obtuvo una mayor masa de 1,5246 g, esto indica
que en el extracto acuoso también existen, en mayor cantidad, compuestos no polares. Esto
concuerda con lo que describe Torres (2017, p.10): que la pulpa del Cocos nucifera tiene un
alto porcentaje de acidos grasos, que son sustancias no polares en su mayoria. Como se ve
en la figura N° 36, los tres extractos obtenidos por los disolventes tienen una consistencia

aceitosa, que puede indicar lo mismo que describe el autor mencionado anteriormente.
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Figura N° 36. Extractos obtenidos del fraccionamiento de la pulpa Cocos

nucifera (coco)

Extracto de
Extracto de hexano, Extracto de acetato de etilo,
pulpa de coco diclorometano, pulpa de coco

Fuente: Elaboracién propia (2019)

Tamizaje fitoquimico para la identificacion de los grupos de metabolitos secundarios

presentes en la pulpa de Cocos nucifera

Se realizan las pruebas al extracto acuoso obtenido de la pulpa de Cocos nucifera, con
el fin de determinar si cuenta con la presencia de alcaloides, flavonoides, cumarinas,
triterpenos, antraquinonas, taninos, terpenos, almidén, saponinas y azlcares reductores. El

procedimiento usado es el mismo descrito en la metodologia.

Para un mejor resultado, el extracto acuoso se fracciond, y se obtuvieron los
siguientes extractos: un extracto etéreo (E) y extracto acuoso (AQ1); del AQ1 se obtuvieron
otro extracto etéreo (AQZ2E) y otro extracto acuoso (AQ2A). En la figura N° 37 se observa

el color de cada extracto previo a la realizacion de las pruebas.
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Figura N° 37. Extractos obtenidos de la pulpa del Cocos nucifera, para

determinar la presencia de metabolitos secundarios mediante el tamizaje fitoquimico

f

- — - : e — e :
ARt extra | A2 ; ] 12 — = TS
Xtracto acuoso, Extracto acuoso, - ﬁ o AG2: Extracts 2l
Pulpa de coco y pulpa de coco " =g
" L= e Pulpa de coco g Pulpa de coco

Fuente: Elaboracion propia (2019).

En la tabla N° 10 se muestran los resultados generales del tamizaje fitoquimico, para
la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos obtenidos a partir

del extracto acuoso de la pulpa del Cocos nucifera.
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Tabla N° 10. Determinacion de la presencia de metabolitos secundarios

mediante un tamizaje fitoquimico de la pulpa del Cocos nucifera

Metabolito a Lectura Observaciones al final de
Prueba - o . Extracto Resultado
identificar positiva la prueba
Etéreo (E) | Precipitado anaranjado +
_ Precipitado AQ2E Color anaranjado, sin i
Dragendorff Alcaloides anaranjado precipitado.
AQ1 Color anaranjado, sin i
precipitado.
. . j Etéreo (E) | Color gris. -
Shinoda Flavonoides rojo oscuro/ E) g
rosado claro AQ2E | Transparente. -
. Coloracion Etéreo (E) | Verde alrededor. +++
KOH Cumarinas
verde alrededor |  AQ2E | Verde alrededor. +
Liberman Triterpenos y Rojo marrén/ Etéreo (E) | Verde esmeralda. T
Burchard Esteroles verde esmeralda i
AQ2E Amarillo muy claro i
(hueso).
Etéreo (E) | Sin cambio. -
Borntrager- . )
Antraguinonas Rojo oscuro - -
Kraus AQ2E | Sin cambio. -
AQ2A | Sin cambio. -
Etéreo (E) | Verde oscuro. +++
Taninos Taninos Color azul o S |
verde AQ1 e torna en un color i
amarillo.
. Manchas
Cromatografla Terpenos verdes, azules o | Etéreo (E) | Mancha morada. +++
capa fina
moradas
Lugol Almidon Azul AQ1 Rojo oscuro. -
Espuma Saponinas Espuma AQ1 Sin espuma. -
Benedict Azlcares PreC|p|tqdo rojo AQ1 Precipitado rojo ladrillo. ++
reductores ladrillo

Presencia fuerte (+ + +), presencia moderada (+ +), presencia débil o trazas (+) y ausencia del

metabolito (-).

Fuente: Elaboracion propia (2019).
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Como se puede apreciar en la tabla anterior, de las 10 pruebas en que consiste el
tamizaje fitoquimico, solamente en 6 se obtuvo un resultado positivo; los metabolitos
secundarios que estan presentes en la pulpa del Cocos nucifera son los alcaloides, cumarinas,

terpenos, triterpenos y esteroles, taninos y azlcares reductores.

De los extractos usados en este tamizaje, el etéreo fue el que dio mas resultados
positivos; esto indica que los compuestos que presentan estos metabolitos secundarios en la
pulpa del Cocos nucifera son no polares, ya que el éter, al ser un disolvente polar, atrae estos

compuestos al extracto.

Si se comparan estos resultados con el tamizaje fitoquimico elaborado por los autores
Villalta y Benitez. (2009, p.10), hay concordancia en cuanto a los taninos, terpenos,

triterpenos y esteroles que dieron positivos en esta investigacion.

En la tabla N° 11 se resumen cuales grupos de metabolitos secundarios estan presentes

en la pulpa del Cocos nucifera, como resultado del tamizaje fitoquimico.

Tabla N° 11. Metabolitos secundarios presentes detectados por el tamizaje
fitoquimico en la pulpa del Cocos nucifera

Metabolitos Secundarios presentes
Alcaloides (E)
Cumarinas (E-AQZ2E)

Pulpa del Cocos nucifera Terpenos (E)

Triterpenos y esteroles (E)

Taninos (E)

Azlcares reductores (AQ1)

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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En las siguientes figuras se van a mostrar los resultados positivos de este tamizaje:

Figura N° 38. Resultado positivo de la prueba de alcaloides del extracto etéreo

Fuente: Elaboracion propia (2019).

Segun Palacios (2013. p.35), la formacidn de un precipitado anaranjado es indicativo
de la presencia de este metabolito secundario, y como se ve en la imagen anterior, se formé
un pequefio precipitado, indicando, asi, el resultado positivo de este metabolito secundario

en la pulpa del Cocos nucifera.
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Figura N° 39. Determinacion de la identificacion de cumarinas para el extracto

etéreo (a) y extracto AQZ2E (b)

Fuente: Elaboracion propia (2019)

El segundo metabolito en dar positivo fue el de las cumarinas. Segin Carvajal et al.
(2009. p.166), una tonalidad verde alrededor es indicativo de una prueba positiva. Como se
observa en la imagen, el extracto etéreo es el que presenté mayor cantidad de la tonalidad
verde alrededor, por lo que se considera mayor presencia de este metabolito, pero el AQ2E
también presentd una tonalidad verde menos intensa, pero, de igual manera, se considera

positivo.
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Figura N° 40. Prueba para identificacion de triterpenos y esteroles en el extracto

etéreo (a)

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Segun Ochoa y Sarmiento (2018. pp.20-21), el color verde esmeralda es un indicativo
de la presencia de este metabolito. Como se observa en la imagen, el extracto etéreo vird a

un color verde esmeralda, confirmando un resultado positivo.



111

Figura N° 41. Determinacion de la presencia de taninos en el extracto AQ1

Fuente: Elaboracién propia (2019)

El extracto positivo en este metabolito resultd ser el AQ1, al cambiar a un color verde.
Como se ve en la figura anterior, el cambio a color verde significa, segun Ochoa y Sarmiento
(2018. p.44), la presencia de taninos condensados, que son un tipo de flavonoide presente en
la planta, que cumple funciones de defensa en la planta.
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Figura N° 42. Identificacion de Terpenos en el extracto etéreo por medio de

cromatografia de capa fina y revelado reactivo de Vainillina

Fuente: Elaboracién propia (2019)

Como se ve en la figura anterior, el resultado de terpenos fue positivo. Una vez que
se revel6 con el reactivo de vainillina y se quemo en el calentador, se observaron las
tonalidades moradas, indicativo, segun Carvajal et al. (2009. p.164), de terpenos en la

muestra.
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Figura N° 43. Identificacion de azUcares reductores en el extracto AQ1

Benedict (A

A (('({1-(,'

reductoves) ‘

Fuente: Elaboracién propia (2019)

Como se ve en la figura anterior, la formacién de un precipitado rojo ladrillo, segun
Huertas (2016. p.35), es indicativo de la presencia de este metabolito secundario en la
muestra, confirmando el resultado positivo de esta prueba.

Determinacion de composicién del aceite de Cocos nucifera por cromatografia de

gases acoplado a masas

Para confirmar la composicion de los acidos grasos que se encuentran en el extracto
de aceite de la pulpa del Cocos nucifera se realizé un analisis, mediante cromatografia de
gases acoplado a un detector de masas. Como mencionan Gutiérrez y Droguet (2002), es una

de las técnicas més utilizadas en la identificacion de compuestos, debido a que permite
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separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles y semivolatiles de mezclas

complejas. (pp.35-37)

Tabla N° 12. Componentes Presentes en el extracto de Aceite de la pulpa del Cocos

nucifera
Compuesto Estructura % de Area
Acido Lé&urico /\/\/\/\/\)OL 38.48
(&cido dodecanoico) OH
Acido Miristico o 22.60

(&cido tetradecanoico) /\/\/\/\/\/\)]\OH

Acido Palmitico o 12.60
(&cido hexadecanoico) /W\N\M)LOH
Acido Oleico 0
(&cido 9-octadecanoico) HOM\W\A/ 7.71
Acido Caprilico 0 5.72
(acido octanoico) /\/\/\)J\OH
Acido Caprico 0
(&cido decanoico) /\/\/\/\)J\OH 5.33
Acido Estearico o 5.00
(4cido octadecanoico) Aoy
Acido Linoleico
(acido 9,12 o I ~ 1.43
octadecadienoico) =

Fuente: Elaboracién propia (2019)
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Como se observa en la tabla anterior, con base en los datos obtenidos del
cromatograma, se identificaron tres componentes mayoritarios en el aceite. El principal fue
el &cido laurico, que representa un 38,48% de la muestra inyectada, seguido del &cido
miristico con un 22,60% y el acido del &cido palmitico con el 12,60%; estos datos concuerdan
con los componentes reportados por Torres (2017. p.11). Es importante indicar que en la

muestra existen otros componentes a concentraciones menores.

El acido laurico es el compuesto de mayor presencia en el analisis cromatogréafico de
la muestra, arrojando una probabilidad de coincidencia del 38,48%, y segun Solano (2017.
P.60), este es el compuesto que puede darle la actividad antimicrobiana para bacterias,
hongos y algunos parasitos al aceite de la pulpa del Cocos nucifera.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de la pulpa y aceite

de Cocos nucifera

Para esta etapa de la investigacion se realizaron dos analisis microbioldgicos en
lugares diferentes, el primero fue en las instalaciones de la Universidad Internacional de las
Américas. Los extractos y el aceite se trabajaron al 100%, y las placas se incubaron por 24
horas a 37 °C. El resultado se muestra en la figura N° 44.
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Figura N° 44. Resultado de la Prueba de antimicrobiana sobre S. aureus de los extractos

y aceite de Cocos nucifera en la UIA

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Como se ve en la figura N° 44, no hubo halo de inhibicién, pero si se dio una
contaminacion en el agar; esto puede ser a raiz de no trabajar tan cerca de las lamparas de
alcohol que se utilizaban como medio para esterilizar el ambiente, lo que vemos en la foto
pueden ser hongos y levaduras del ambiente, por esta razon se procedi6 a buscar una opcion
de un laboratorio microbiolégico con ambiente controlado, y se volvié a realizar el
fraccionamiento de la pulpa del Cocos nucifera como una medida preventiva, por posibles

contaminaciones que hubiera sufrido y no interfirieran en los préximos resultados.

Se repitieron las pruebas microbioldgicas en el laboratorio de la empresa Chaso del
Valle, utilizando los nuevos extractos preparados, por medio de 2 tipos de técnicas diferentes,
y las concentraciones fueron iguales al 100%. Estas pruebas se llevaron a cabo usando una

camara de flujo laminar, que proporcioné aire limpio, debido al flujo vertical que esta
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introduce, y asi se evitan posibles contaminaciones, tanto para el proceso que se esta
ejecutando como para el exterior.

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos en cada uno.

Método de discos
Para este método se usaron discos de papel filtro estériles, y se les agregaron 50uL de
cada uno de los extractos y aceite de la pulpa del Cocos nucifera al 100%. Las placas se

inocularon por 24 horas a 37 °C, y los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura:

Figura N° 45. Resultado de la Prueba de antimicrobiana sobre S. aureus de los extractos
y aceite de Cocos nucifera por el método de discos

Fuente: Elaboracién propia (2019)

Como se observa en la figura, no se determinaron halos de inhibicion para ninguno
de los extractos ni del aceite, indicando que por este método la bacteria S aureus no presenta
sensibilidad a ninguno de los extractos, ni del aceite de la pulpa del Cocos nucifera. Por el
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resultado obtenido, se decide no realizarle diluciones de los extractos ni del aceite, para seguir
probandolos por este método.

Meétodo de pocillo

Ese método se probd con el fin de agregar mas volumen de los extractos y del aceite
a la placa, considerando que con un mayor volumen y la concentracion al 100%, se podria

obtener un mejor resultado.

Se adicionaron 100 pL de cada uno de los extractos y del aceite a cada pocillo; se

incubaron 24 horas a 37 °C.

Pasado el tiempo de incubacién, se observa el comportamiento de los extractos y del
aceite sobre la bacteria, como se muestra en la figura N° 46.

Figura N° 46. Resultado de la prueba antimicrobiana sobre S. aureus de los extractos y

aceite de Cocos nucifera por el método de pocillo

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Como se observa en esta figura, tampoco se terminaron halos de inhibicion para
ninguno de los extractos ni el aceite, indicando que a un volumen mayor de los extractos y
del aceite el S aureus no presenta sensibilidad. Por el resultado obtenido, se decide no

realizarle diluciones de los extractos ni del aceite para seguir probandolos.

En la tabla N° 13 se ve un resumen de los resultados obtenidos de las pruebas

microbiologicas por ambos métodos.

Tabla N° 13. Resultados de las pruebas microbiologicas de los extractos y aceite de la

pulpa del Cocos nucifera por ambos métodos

Extracto al 100% Halo de inhibicion Halo de inhibicion
(método discos) (método pocillo)
Acuoso Omm Omm
De Hexano Omm Omm
De Diclorometano Omm Omm
De Acetato de etilo Omm Omm
Aceite Omm Omm

Fuente: Elaboracion propia (2019).

Con las pruebas realizadas, queda en evidencia que los extractos y el aceite de la pulpa
del Cocos nucifera, extraidos mediante disolventes, no son capaces de producir un efecto

antimicrobiano frente a S. aureus.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al usar los disolventes de Hexano y Etanol al 70%, para efectuar las extracciones de
los componentes presentes en la pulpa del Cocos nucifera, se obtuvo la fraccion acuosa de la

pulpa por el etanol al 70% y la fraccién lipidica por el hexano.

Todos los extractos obtenidos después del fraccionamiento tienen una consistencia

aceitosa, que va disminuyendo, siendo el de acetato de etilo el menos aceitoso.

Al emplear las pruebas de tamizaje fitoquimico en la pulpa del Cocos nucifera se
comprueba la presencia de metabolitos como alcaloides, cumarinas, terpenos, triterpenos y

esteroles, taninos y azucares reductores.

De las pruebas positivas obtenidas en el tamizaje fitoquimico, los metabolitos
secundarios que presentan fuerte presencia en la pulpa del Cocos nucifera son las cumarinas,

los terpenos, taninos, triterpenos y esteroles.

En las pruebas del tamizaje fitoquimico, el extracto etéreo fue el que presentd casi
todos los resultados positivos, lo que da a entender que estos componentes tienen un caracter
poco polar, justificando que el extracto de hexano fue el que obtuvo mas masa con respecto

a los demas disolventes.

El resultado del andlisis de cromatografia de gases acoplado a masas realizado al
extracto en hexano indica que el contenido de ese aceite es de &cidos grasos saturados e
insaturados, coincidiendo con los descritos en la literatura para esta planta.

El componente mayoritario presente en el aceite de Cocos nucifera es el &cido laurico,
ya que representa un 38,48% de la muestra inyectada; en eso se coincide, de igual manera,
con lo descrito en la literatura para esta planta.

Los halos de inhibicion obtenidos contra el Staphylococcus aureus, con los extractos
y el aceite de la pulpa del Cocos nucifera, evidencia que no existe actividad antibacteriana

contra este microorganismo, por lo que se clasifica la hip6tesis de la investigacién como nula.
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Recomendaciones

Utilizar otros tipos de microorganismos como hongos, parasitos o alguna otra bacteria

para comprobar la sensibilidad de la pulpa de Cocos nucifera frente a estos.

Realizar este mismo estudio con otras partes de la planta del Cocos nucifera, como
las hojas, flores, cascaras, elaboracién de hidrosoles, a partir de los extractos o la

combinacidn de la pulpa con otra parte de la planta.

Estudiar otras propiedades reportadas en la pulpa del Cocos nucifera; por ejemplo,

antiinflamatoria, antioxidantes, antihipertensivas.

A la Universidad, dotar al laboratorio de Quimica con equipos mas modernos que se
adecuen a las necesidades de los tesistas, ademéas de adquirir equipos que ayuden a realizar las
pruebas en la misma institucion, como lo seria una cromatografia de gases acoplado a masas, ya
que es necesario que los estudiantes tengan acceso y conozcan los equipos con los que se

enfrentaran en su desarrollo profesional.

De la misma manera, que puedan contar con un laboratorio microbiol6gico, que esté bien
equipado de autoclaves, incubadoras, camara de flujo laminar, ambiente controlado, con
bacterias, hongos y parasitos, con el fin de poder tener acceso y realizar las pruebas

microbiologicas en las instalaciones de la Universidad.

Por dltimo, que fomente los trabajos de investigacion con equipos interdisciplinarios,
quimicos, microbioldgicos, farmacéuticos, con el propdsito de tener tesis mas robustas y con un

mayor alcance.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba confirmatoria de la bacteria Staphylococcus aureus por parte

del laboratorio microbiolégico

CHASO PTL08-FR08 SUBCULTIVO DE CEPAS CONTROL V3
Lote Interno: OWFHOX
Fecha: 02/10/2019
Realizado por: Priscila Guzman
Codigo de la Cepa: ATCC 6538
Nombre de la Cepa: Staphylococcus aureus
Lote del Fabricante: No se indica
Proveedor de la Cepa: CIET-Universidad de Costa Rica
La Cepa de control de . # viales o tubos
reserva va ser utilizada Tipo preparacion cepa preparados
como:
Cepa de control de 4
Trabajo
MEDIOS SELECTIVOS Y .
DIFERENCIALES POR Agar Baird Parker Paso
ENSAYAR Agar Manitol Sal Paso
EL SUBCULTIVO DE LAS Cumple
CEPAS CONTROL:
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Anexo 2. Acreditacion del laboratorio de Microbiologia
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Anexo 3. Resultados de la cromatografia de gases acoplado a masas

oductos Haturales

UNIVERSIDAD DE entro de Investigacionas en
COSTARICA  CIPRONA fomose emsionesen |

13 de marzo de 2019 -
CIPRONA-284-2019

Sefiora:
Karina Torres Agiiero

Estimada sefiora:
A continpacion, le informo el resultado del andlisis realizado a una muestra por usted
provista.

Producto:
Muestra de aceite de coco sin namero de lote, ni fecha determinado.

Técnica de deteccion utilizada:

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, confrontando los espectros de
masa con las librerias de NIST21, WILEY 139 y con el patron de referencia (C4-C24 Even
carbon saturated FAMEs_Supelco 494530).

Resultado:
Se realizé 1a metilacion del aceite para la valoracion del perfil de dcidos grasos. Se muestran
los resultados para los compuestos mayoritarios observados en el cromatograma.

Tabla 1. Compuestos identificados por GC-MS en muestra de aceite de coco

Tiempo
de Area % Area _ Compuesto
retencion
4098 | 140452406|5.72 Acido octanoico, metil ester
7671 130843343 |5.33 Acido decanoico, metil ester
12434 | 945510184 |38.48 Acido dodecanoico, metil ester
16 986 555042665 |22.60 Acido tetradecanoico, metil ester
21 287 309575821 |12.60 Acido hexadecanoico, metil ester
24 5721 35045995|1.43 9,12-Acido octadecadienoico, metil ester
24 767| 189496039 |7.71 9-Acido octadecenoico, metil ester
25255 122720046 5.00 Acido octadecanoico, metil ester
2456481994 100
% de drea relativa = drea de cada pico/drea total del cromatograma *100

Telétono: 25112270 7 Pagina web: hitp/fwww ciprona.ucr.ac.cr
Correo electrdnico: ciprona@ucr.ac.cr / Direccion: Sede Rodrigoe Faclo, Ciudad de 1a lovestigacion.
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Pagina 2

Se adjunta la evidencia de la presencia de los compuestos identificados la cual se obtuvo por
un andlisis de espectrometria de masas y el respectivo cromatograma. Ver figura 1.

Sin otro particular se despide.

A o L oo Dy ‘7/// % <

.Q Maria Isabel Rios Marin ictor Vasquez Chaves, M.Sc
E}xcargada Apoyo Servicios Quimico Analista
ce. archivo
Samplﬁ Information
Analyzed 18/10/2019 11:50:03
Sample Name » Aceite de coco metilado KTA 02
Sample D » Aceite de coco metilado KTA 02

am Aceite de coco metilade KTA. 02 CAGCMSsohution\DatatData Vprestacion servif.i ogvariosiAceite de coce metilado KT
™
82,614,021

12

‘ﬂ J M TIC*1.00
. " . I L AN I . Ll . 3 : g
Peak Report TIC
Peak# H.Time Area Aren®s Mame

1 4008 140452406 571 Octancic scid, methyl ester

2 TETY 130843343 533 Decancic acld. methy| ester

3 12434 945310184 3849 Dodecancic scid, methyl ester

4 1383 15332101 0650

50 1453 1185145 Q.08

& 16888 555042663 22,60 Tetradecanoie acid, methyl ester

T 18335 700097 031

& 21,287 300575821 1260 Hexpdeconoic acid, methyl ester

9 25T 37773 Q13

10 243572 35045995 1,43 9.12-Dctadecadienaic acid, methyl este

7

1T 24767 1839496039 .71 B.Octzdecenoic acid, methyl ester
12 25255 1327300468 5.00 Ootadecannic zcid, methy] ester
2456451994 100.00

Figura 1. Cromatograma de muestra aceite de Coco

134



