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l. Resumen

Introduccion: El Pleodendron costaricense es un arbol, fue descrito en el 2005 en
Costa Rica. Previamente, se han realizado diferentes estudios en los que se han analizado
ciertos componentes de los extractos de hojas y corteza. Sin embargo, aun falta
informacidn especifica que se estara tratando en esta investigacion. Las pruebas
antimicoticas, son Utiles para determinar si los aceites esenciales presentan actividad
terapéutica para un posible uso farmacolégico, por lo que se pusieron a prueba sobre tres
cepas diferentes, la Candida albicans, Candida parapsilosis y Candida krusei. La
relevancia de este proyecto recae en la obtencion de conocimiento necesario para poder
elaborar una formulacion de un producto natural de interés comercial. Objetivo general:
Analizar de forma comparativa las propiedades fisicoquimicas obtenidas de los extractos
de las hojas y frutos del Pleodendron costaricense obtenidas en la Peninsula de Osa de
Costa Rica, su actividad antimicoética y el posible uso en el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas. Metodologia: Consiste en una investigacion de tipo experimental EC sin
asignacion aleatoria en la que se divide en el proceso de extraccion, identificacion de
posibles metabolitos secundarios, caracterizacion de propiedades fisicoquimicas y
evaluacion de actividad antimicética, con un enfoque cualitativo. Resultados: Los
resultados obtenidos permitieron identificar que la hidrodestilaciéon es la técnica mas
adecuada para extracciones de esta especie, ademas, que los principales metabolitos
presentes en el P.costaricense corresponden a los sesquiterpenos. Las propiedades
fisicoquimicas de cada uno de los aceites esenciales propicia informacion del punto de
ebullicion, densidad, pH que no se mencionaban en los articulos disponibles en las bases
de datos, por lo que es util para el desarrollo de las formulaciones farmacéuticas. Y
finalmente, se evidencié que si tiene actividad antimicética ambos aceites esenciales.
Conclusiones: Se analizaron las propiedades fisicoquimicas y la actividad antimicética
de los aceites esenciales de las hojas y frutos del P.costaricense, para ambos casos se
presento efecto, esto posiblemente por su alto contenido de sesquiterpenos. Sin embargo,
al realizar la comparacion entre ambas partes de la planta, para el desarrollo de un
producto farmacéutico de interés comercial, se recomienda utilizar el aceite esencial de

los frutos.
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CAPITULO I. INTRODUCCION



1.1 Introduccién

El Pleodendron costaricense es un arbol que fue descrito en el 2005, en Costa Rica.
Se encuentra principalmente en zonas que tienen caracteristicas de bosque lluvioso, en tierras
bajas y se identifica por su distintivo olor fuerte de las frutas y semillast. Previamente, se han
realizado diferentes estudios en los que se han analizado ciertos componentes de los extractos
de hojas y corteza, en los que, a su vez, han establecido que presentan una actividad
antimicética. Sin embargo, aun falta informacion especifica que se estara tratando en esta

investigacion.

Con base en la informacion recopilada de diferentes fuentes bibliogréficas, se ha
establecido la necesidad de conocer sobre caracteristicas y propiedades de los extractos, por
esta razon, en el presente estudio se busca realizar un analisis de manera comparativa sobre
las propiedades fisicoquimicas de los extractos de las hojas y frutos del Pleodendron
costarricense, que seran obtenidas en la Peninsula de Osa de Costa Rica por medio de Osa
Conservation, ademas, de sus posibles aplicaciones terapéuticas. Esto se pretende elaborar
con la intencién de conseguir informacion mas detallada sobre el aspecto cualitativo de los
metabolitos y extractos presentes en la especie, para permitir conocimiento a investigaciones

futuras que deseen formular un nuevo producto natural a base de un arbol nacional.

Para obtener la extraccion del aceite esencial de las hojas y frutos del Pleodendron
costaricense, se utilizard el método de hidrodestilacion por medio de un clevenger. Lo
anterior, se va a realizar para poder estudiar al extracto de ambas partes de la planta,
analizarlas por separado y establecer, posteriormente, cual de los dos es el mas apto o el que
presenta mayor actividad antimicotica. EI método de destilacion se ha considerado de las
mejores técnicas para poder obtener sustancias activas de las plantas, incluyendo sus raices,
flores, frutos, hojas, semillas y cortezas, debido a que el equipo sirve para poder fraccionar
compuestos principalmente de tipo volatil, de baja presion de vapor, alto punto de ebullicion

e insolubles en agua?.

Para el uso de los métodos de destilacion por arrastre de vapor, es necesario
previamente comprender ciertos términos, aprender el funcionamiento y montaje de este

equipo para que cuando se esté realizando la extraccién, no exista ningun tipo de fuga de



aire, la temperatura sea la adecuada para que no se degraden los metabolitos presentes en el

aceite esencial y en general no existan errores en su obtencion.

Posterior al proceso de extraccion, tanto de los frutos como de las hojas, se debe
realizar el paso de identificacion de los metabolitos secundarios presentes en esta planta.
Principalmente, la técnica méas utilizada para esto es por medio de cromatografia de gases,
ya que los aceites esenciales se consideran compuestos volatiles. Sin embargo, también se
pueden utilizar métodos mas practicos como las pruebas cualitativas en las que se identifican

los grupos o familias de metabolitos presentes?®.

Las propiedades fisicoquimicas, son cualidades o caracteristicas propias que tienen
las sustancias®. Al tener el aceite esencial de hojas y frutos, se puede realizar una comparacion
entre estos dos de forma cualitativa y, a su vez, al tener identificadas las familias de
metabolitos presentes, se pueden comparar entre si. Lo anterior es de bastante utilidad debido
a que, para realizar la formulacion de un producto natural, es necesario tener en cuenta las
caracteristicas tanto de los principios activos, que en este caso serian los metabolitos y las
cualidades de los excipientes que estaran en la férmula, para que al unirlos no existan

incompatibilidades.

Finalmente, se evaluaran las posibles aplicaciones terapéuticas del extracto de las
hojas y de los frutos mediante el uso de equipo proporcionado por el Laboratorio Clinico y
Banco de Sangre de la Universidad de Costa Rica. En este se utilizaran cepas de Candida
albicans, Candida parapsilosis y Candida krusei en una caja de Petri y se colocaran los
extractos obtenidos de las hojas y los frutos para que de esta manera se pueda identificar

visualmente cual de los dos presenta una mejor actividad antimicotica.

La relevancia de esta investigacion recae en la obtencion de conocimiento necesario
sobre las propiedades fisicoquimicas de los extractos de las hojas y frutos del P. costaricense,
de los metabolitos especificos, tanto su identificacion como caracteristicas y sobre la
evaluacion de que verdaderamente esta especie presenta actividad terapéutica por medio de
pruebas antimicéticas. Esto propicia las bases requeridas para poder elaborar una

formulacion de un producto natural, en investigaciones futuras.



1.2 Planteamiento del problema

En esta investigacion, se pretende realizar un andlisis de las propiedades
fisicoquimicas obtenidas de los extractos de las hojas y frutos del arbol denominado
Pleodendron costaricense, el cual se obtiene en la Peninsula de Osa de Costa Rica, con la
finalidad de poder identificar cuél o cuéles son las principales familias de metabolitos que
podrian, en un futuro, ser utilizados para realizar una posible formulacion del producto
natural. Para lo anterior, ademas de caracterizar cada aceite contenido, se busca demostrar de
forma experimental si esta especie presenta aplicaciones terapéuticas, especificamente el de

la actividad antimicoética.

La especie P. costaricense, fue descrita en el 2005%, lo cual se considera un
descubrimiento reciente en comparacion a otras plantas, debido a que se requieren afios para
poder estudiar su comportamiento y, a su vez, caracterizarlas. Por esta razon, no existe
suficiente informacion que abarque todo lo referente a ella y es de interés estudiarla para
poder identificar sus posibles usos en el campo de la farmacia, establecer sus aplicaciones

terapéuticas y su actividad antimicotica para posibles formulaciones futuras.

A pesar de ser una nueva especie, existe un grupo de investigadores que han realizado
estudios cientificos en los que la han analizado y han determinado que pertenece a una familia
denominada Canellaceae por las caracteristicas que tiene!. Esta familia, es endémica del Este
de Africa, Madagascar y la zona tropical de América; contiene 6 géneros, 26 especies y 5
subespecies®. Especificamente, el P. costaricense, fue descubierto en Puntarenas, en el
canton de Osa por el Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio)®. Ademas, por medio del
uso de cromatografia de gases, se han identificado del aceite esencial de las hojas y corteza,
mayoritariamente 19 sesquiterpenos y derivados®. Al realizar estos estudios previos han
analizado diferentes especies de la familia al mismo tiempo, por lo que, al no ser un estudio
tan especializado en solo una especie, puede que no hayan sido identificados todos los

metabolitos ni su variabilidad.

Por lo anterior, se plantea como pregunta de este estudio ¢Cuales son las diferencias
en las propiedades fisicoquimicas de los extractos presentes en las hojas y frutos? Ademas,

para poder otorgarle un uso clinico, se plantea conocer sobre ¢Cual de los dos extractos, de



acuerdo con sus propiedades y actividades farmacoldgicas, es el mas apto en cuanto a una

posible formulacién de un producto natural que cuente con actividad terapéutica?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

1.3.1.1 Analizar de forma comparativa las propiedades fisicoquimicas de los extractos
de las hojas y frutos del Pleodendron costaricense obtenidas en la Peninsula de Osa de Costa
Rica, su actividad antimicotica y el posible uso en el desarrollo de formulaciones

farmacéuticas.

1.3.2 Obijetivos especificos

1.3.2.1 Realizar la extraccion del aceite esencial de las hojas y frutos del Pleodendron
costaricense por el método de hidrodestilacion.

1.3.2.2 Identificar los posibles metabolitos secundarios presentes en el extracto del
aceite esencial de las hojas y frutos del Pleodendron costaricense por medio de pruebas
cualitativas, uso del espectrofotometro IR y cromatografia de gases acoplada a detector de
masas.

1.3.2.3 Comparar las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de las hojas y

frutos del Pleodendron costaricense.
1.3.2.4 Evaluar las posibles aplicaciones terapéuticas del extracto de las hojas y de

los frutos mediante pruebas antimicoticas.

1.4 Justificacion

Esta investigacion es de cardcter experimental, cuenta con dos secciones, la de
enfoque en la parte fisicoquimicay la clinica. Respectivamente, el estudiar sobre esta especie
descubierta en Costa Rica, el arbol P. costaricense, es de gran interés debido a que a nivel
pais, es importante que se creen productos propios y con esta primera parte, se pueden
determinar las caracteristicas de los extractos y metabolitos que funcionan como base para

futuros investigadores que deseen formular el producto natural.



En segunda instancia, la parte clinica, es relevante debido a que permite evidenciar
su actividad terapéutica y una posible aplicacién antimicética. Esto favoreceria a la
poblacién, si se genera el producto natural, un posible beneficio de uso alternativo ante, por

ejemplo, una Candidiasis.

La Candidiasis es una patologia originada principalmente por el hongo Candida
albicans, sin embargo, también puede producirse por la Candida parapsilosis y Candida
krusei. Esta enfermedad se considera de las mas frecuentes de las infecciones en las mucosas
y a nivel sistémico. Hay estudios que evidencian que la Candida albicans es el causante del
70% de las infecciones por hongo en todo el mundo®. Por esta razon, en este estudio, es de
interés analizar la parte clinica de forma experimental, en la que se utilizaran cepas de este
género de hongo y se pondran en contacto con el extracto de hojas y frutos de la especie para
verificar dos aspectos: que realmente se evite la proliferacion o crecimiento de este y
determinar cual o cudles de los extractos es el mas indicado para utilizar en la formulacion

del producto.

En estudios previos, se ha analizado la composicion de extractos en las hojas y corteza
de la especie P. costaricense, sin embargo, estos han realizado el analisis al mismo tiempo
que estudian y comparan a otras plantas, por lo que no permite un estudio mas especializado
y especifico de una planta individual. Por lo anterior, se desea investigar solo una especie,
identificar la mayoria de sus metabolitos de forma cualitativa y adicional a esto, no solo

especificar los componentes de las hojas, sino también sumar el de los frutos.

Ademas, los estudios mencionados, han evaluado el comportamiento del aceite
esencial del Pleodendron costaricense sobre diferentes hongos, sin embargo, del género de
la Candida, solo ha sido investigada la Candida albicans y Candida shehatae. En este trabajo
se pondra en evaluacion la actividad antimicdtica de la Candida albicans, Candida
parapsilosis y Candida krusei. Y como aspecto adicional, se realizara una propuesta de
producto terminado como posible formulacion biofarmacéutica del aceite esencial del arbol

costarricense.



1.5 Antecedentes
1.5.1 Antecedentes histéricos

Pillco, Lopez, Alvarez-Alcazar y Whitworth’, realizaron un estudio en Per( de tipo
experimental en el que su proposito era conocer mas sobre la historia natural del P.
costaricense y ante una identificacion de solamente cuatro plantas presentes en el Pacifico
Sur de Costa Rica, buscaron establecer la primera germinaciéon. En total produjeron 59
arboles jovenes para la siembra, detectaron cinco animales mamiferos que se alimentaban de
sus frutos y uno de ellos, el cual correspondia a un primate, utilizaba la especie para medicina

topica.
1.5.2 Antecedentes internacionales

Zimmer, Suh y Karol®, realizaron un estudio basado en la fitologia y filogenética del
género Pleodendron de la familia Canellaceae. Pretendian obtener la ubicacion mas
especifica de las especies del P. costaricense, por lo que secuenciaron diferentes regiones de
ADN vy dentro de sus resultados, se determiné que un Unico arbol brindd la suficiente
informacidn para identificar que existia un grupo monofilético con Pleodendron macranthum

y Cinnamodendron ekmanii.

1.5.3 Antecedentes nacionales

Hammel y Zamoral, en Costa Rica, en su estudio, describen las principales
caracteristicas fisicas de la especie P. costaricense, la historia de su descubrimiento, su
biogeografia, habitat, distribucion y conservacion. Recalcan los problemas relacionados con
la reproduccion de la planta y la poca variedad que existe de ella debido a sus condiciones

necesarias de reproduccion.

Treyvaud et al.®, realizaron una investigacion de tipo cuantitativa experimental, en la
que utilizaron la cromatografia de gases para, a partir de diferentes extracciones, identificar
los principales metabolitos secundarios de diferentes especies de la familia Canellaceae y de
géneros especificos como Canella, Pleodendron y Warburgia, asi como: Canella winterana,
Canella alba, Warburgia salutaris, Warburgia salutaris y Pleodendron costaricense.

Adicional a esto, analizaron el comportamiento antimicotico del aceite esencial del extracto



de las hojas y corteza del arbol sobre las cepas Candida albicans, Candida shehatae,
Cryptococcus  neoformans, Saccharomyces cerevisiae, Wangiella dermatitidis,
Pseudallescheria boydii y Alternaria alternata; para esto realizaron un control en el que
utilizaron el Ketoconazol y la Berberina. En el analisis determinaron que, mayoritariamente,
los compuestos presentes son los sesquiterpenos y en su investigacion, descubrieron dos

nuevos sesquiterpenos.

Mata y Calvo®, en su andlisis, identificaron de forma teorica los posibles usos
terapéuticos de la especie Pleodendron costaricense, obtuvieron caracteristicas
fisicoquimicas de caracter cualitativo mediante fuentes bibliograficas y establecieron
diferentes excipientes que se podrian utilizar en una formulacion a futuro. Lo anterior se
realizé por medio de busquedas realizadas en bases de datos, por lo que, a partir de este
estudio, que es el que se utilizard como base, se desea ampliar conocimiento al respecto, de
una forma experimental, de tal manera que se comprueben los datos y, ademas, se expanda
la informacidn al respecto de los principios activos presentes en la especie, sus caracteristicas

y el efecto terapéutico que se evaluara por pruebas antimicoticas.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO



En el siguiente apartado, se desarrolla la descripcion de diferentes conceptos
importantes relacionados con la temética de interés, entre ellos la definicion de etnobotéanica,
fitoquimica, farmacognosia, plantas medicinales, entre otros. Ademas, se expresan los
diferentes métodos de identificacion y extraccion de los metabolitos secundarios. Y se
comprende informacion relacionada con el P. costaricense asi como su hébitat, familia a la
que pertenece, caracteristicas generales, entre otros aspectos relevantes; y, finalmente, se

exponen técnicas de evaluacion antimicotica y sobre las formulaciones biofarmacéuticas.

2.1 Plantas medicinales
2.1.1 Generalidades de las plantas medicinales

Las plantas, hierbas, hongos y algas son de gran importancia en la medicina actual,
considerando sus antecedentes de haber sido utilizadas durante siglos para elaborar remedios
naturales con ellas, debido a su sencilla obtencién. Ademas, han tomado el papel de ser
terapias alternativas, que en ciertos paises se han reconocido como tradicionales por su gran
actividad farmacoldgica®. Por ejemplo, en Africa esta incorporada la medicina natural en su
sistema de salud y el 80% de su poblacion la utiliza; en China, un 40%, y en Sudameérica,
especificamente en Colombia, un 79% de las personas®!. Esto debido a que, a partir de la
botanica medicinal, se pueden obtener diversos elementos denominados principios activos,

que presentan una actividad bioldgica beneficiosa para el organismo.

Las plantas medicinales son aquellas en las que en alguna parte de ellas o su totalidad,
funcionan como un producto farmacéutico de diagndéstico, cura, tratamiento o prevencion de
enfermedades en humanos. Ademas, menciona que no solo se trata de materiales vegetales,
sino que también algas y hongos o combinaciones de estos dos'?. Los productos botanicos
pueden presentarse como una solucion, polvo, tableta, capsula, elixir o inyectable. Es decir,
hace referencia a aquellas plantas o parte de ellas, que contiene alguna propiedad terapéutica,
que puede generar un efecto curativo para ciertas patologias; y esto no solo en el hombre,

sino también en animales y otras especies.

La importancia de utilizar estas plantas medicinales para la salud radica en la capacidad
que tienen de ofrecer soluciones adecuadas para ciertas afecciones, aprovechando el poder

curativo que estas tienen. Esto se apoya con lo que indica la Organizacion Mundial de la
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Salud sobre la actividad terapéutica: “se refiere a la prevencion, el diagndstico y el
tratamiento satisfactorios de enfermedades fisicas y mentales, el alivio de los sintomas de las
enfermedades y la modificacion o regulacion beneficiosa del estado fisico y mental del
organismo”!3, Ademas, menciona que el uso de plantas medicinales esta reconocido como

eficaz y que pueden ser aceptados por autoridades nacionales.

2.1.2 Conceptos importantes de las plantas medicinales

Es importante comprender los diferentes conceptos expresados por diversos autores
sobre la etnobotanica, farmacognosia y fitoquimica, para que, a partir de esto, se puedan
entender correctamente los objetivos que estas tienen e identificar su importancia en relacién
con la elaboracion de productos nuevos de caracter natural y ademas la interaccién que

pueden tener con el ser humano.

2.1.2.1 Etnobotéanica

El estudio que abarca toda la documentacion, textos, ensefianzas y conocimiento que
ha sido desarrollado y creado por las sociedades humanas, relacionado al uso tradicional de
los animales y de los vegetales, desde los métodos de preparacion hasta su utilizacion, se
denomina etnobiologia. Esta amplia ciencia se divide en la etnobotanica y

etnofarmacologia.

La etnobotanica consiste en el estudio y comprension de las relaciones que presentan
las plantas y la poblacion. El conocimiento se obtiene de investigaciones realizadas desde los
inicios de la existencia del ser humano, especialmente por los indigenas, quienes, con esa
cultura que establecieron con el uso de vegetales, lo transmiten con el paso del tiempo a cada
generacion. Es importante tanto para no perder la sabiduria de los antepasados, como para
poder ponerla en practica con diversos productos, debido a que las plantas tienen multiples
usos, principalmente como alimentos, medicamentos, combustible, de manera ornamental,

entre otros'®.

Diversos autores proponen que el estudio de la etnobotanica corresponde, no solo de
cual es el uso de la planta y para qué funciona, sino también a la investigacion del entorno
en el que la especie habita, su relacion con las comunidades tradicionales y, por ende, sus

creencias, su consideracion a lo sagrado, entre otros. Ademas, otros incluyen a la botanica
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econdémica a la etnoboténica, definiéndola como el estudio de la planta Gtil ante una

comercializacion y una domesticacion®*,

Lo anteriormente expuesto se relaciona con el término de etnofarmacologia, el cual
consiste en un estudio propiamente de las medicinas tradicionales y la actividad
farmacoldgica que poseen. Cada una de las sociedades humanas ha creado su medicina
tradicional; para ejemplificar, existe la medicina tradicional china (MTC), que a su vez
incluye a la medicina herbal china (MHC). Esta rama de la etnobiologia ha facilitado en la

innovacion del descubrimiento de nuevos medicamentos.

Por lo tanto, la etnobiologia es una ciencia que incluye a la etnobotéanica y a la
etnofarmacologia y sus diferencias son el enfoque de estudio que tienen con las plantas.
Respectivamente, el primer término se centra en la relacion de la planta con las poblaciones,
coémo son utilizadas, aspectos tradicionales y culturales, creencias, entre otros; mientras que
el segundo, involucra especificamente las propiedades farmacoldgicas que puedan
encontrarse en las especies y de esta manera, poder crear e innovar nuevos medicamentos de

uso comun.

La pérdida del conocimiento tradicional, degradacion de los ecosistemas, habitats
naturales en diferentes zonas, ha ocasionado que el estudio etnobotanico tome relevancia®’.
Su objetivo principal, es contribuir con el conocimiento general y cultural de la biodiversidad
y, a su vez, explorarla para poder encontrar diferentes fuentes de materia prima para crear

productos naturales con un interés terapéutico®®.

2.1.2.2 Historia de la etnoboténica

Con relacion a la historia de la etnobotanica, Cussy-Poma et al.™® recalcan que, en sus
origenes, cuando se comenzaban a utilizar las especies vegetales para el consumo medicinal,
los encargados y autorizados de su manipulacién y reparticion eran los curanderos y
chamanes. A partir de la exploracion vegetal, las poblaciones identificaron la principal forma
de uso, la cual corresponde a la parte alimenticia; sin embargo, con el paso de los afos, se
han analizado en estudios mas especificos, partes de ellas que contienen metabolitos
secundarios, que han generado el descubrimiento de sus diversas propiedades terapéuticas

permitiendo la sintesis de diversos medicamentos.
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Asimismo, la importancia de la etnobotéanica radica en la conservacion, recuperacion,
revaloracion y difusion del conocimiento tradicional y ancestral de una comunidad. Ademas,
de aportar y proponer alternativas para la realizacion de proyectos de conservacion de
especies con importancia en el ambito econdémico y el beneficio que esto tiene para las
poblaciones. Promueve el desarrollo sostenible y de igual manera, el beneficio y
aprovechamiento que pueden obtener al utilizar las plantas'®. Por lo tanto, todo este
conocimiento recopilado permite un interés por parte de los investigadores para poder crear

nuevas técnicas, métodos y preparaciones, que ayudan a generar los biofarmacos?.

2.1.2.3 Farmacognosia

La farmacognosia, es una ciencia que se encarga del estudio de lo relacionado con las
drogas y las sustancias de tipo medicamentosas que principalmente, tienen un origen natural,

ya sea una planta, animales, un agente microbiano como hongos y bacterias?.

Algunos de los ejes principales de enfoque de la farmacognosia consisten en el
andlisis tanto de sustancias con propiedades terapéuticas como las de carécter toxicas,
excipientes, entre otros. Y esta se relaciona con otras areas de interés farmacéutico, asi como
la quimica farmacéutica, encargada de utilizar los productos naturales como modelo para
obtener nuevos farmacos ya sea por semisintesis o sintesis total; también, se asocian con la
farmacodinamica, toxicologia, farmacologia, biofarmacia y farmacocinética debido a que se

interrelacionan con la blisqueda del mejor efecto terapéutico, a una dosis segura y correcta?:,

Sus objetivos como ciencia se basan en determinar el origen sistematico de una
especie la cual contiene la droga de estudio, establecer caracteristicas morfoanatémicas y
organolépticas con las que se pueda establecer una caracterizacién de la droga, investigar los
diferentes métodos en los cuales se puedan crear drogas a nivel de escala pequefia y grande.
Y, adicional a todo lo anterior, la farmacognosia busca establecer la composicion quimica de

la droga de forma cualitativa y cuantitativa?..

Lo anterior se realiza para obtener todas las caracteristicas necesarias para poder
establecer posibles relaciones o interacciones del principio activo con los excipientes, para
formular una forma farmacéutica final, en la que se ha establecido las propiedades

farmacologicas previamente, mediante la farmacognosia.
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2.1.2.4 Droga vegetal

Se le conoce como droga vegetal a la parte especifica de la planta que contiene el
principio activo y, ademas, es utilizado en la terapéutica. Algunos ejemplos que se pueden
mencionar como droga vegetal sobresalen la corteza de tilo, hojas de menta, raiz de

ipecacuana, entre otros??.

2.1.2.5 Droga

Una droga es todo material que tiene la cualidad de ser de origen vegetal y contiene,
en sus hojas, corteza y frutos, los principios activos con actividad farmacoldgica para un uso

directo o para la produccion de medicamentos nuevos??,
2.1.2.6 Sustancia medicinal

Sustancia medicinal hace referencia a todo material de origen humano, vegetal,
qguimico, animal, entre otros, en los que se debe mantener una actividad apropiada para

elaborar un medicamento?®?.

2.1.2.7 Principio activo

El principio activo es el componente que es el responsable de la farmacologia y del
uso como tal a nivel terapéutico de una droga. En algunas ocasiones se pueden observar
formulaciones farmacéuticas en las que no solo tenga un principio activo, sino que pueden

tener varios, asi lo convenga y de acuerdo con necesidades?.

2.1.2.8 Fitoquimica

La fitoquimica hace referencia a la ciencia que se dedica al analisis quimico y
toxicoldgicos®. Es decir, la farmacognosia va a ser relacionado mas con el éarea de
farmacologia y farmacodinamia, mientras que la fitoquimica corresponde a méas analisis de

aspectos previos a conocer de la farmacologia de una planta.
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2.1.3 Preparacion mas frecuente de las plantas medicinales
2.1.3.1 Tisanas

Este tipo de preparacion corresponde principalmente a sustancias liquidas de la planta
medicinal, en las que se va a encontrar una baja concentracion. Estas se presentan

principalmente como infusiones y decocciones??.

2.1.3.2 Decoccién

La decoccidn forma parte de la clasificacion de las tisanas. Esta consiste en utilizar la
corteza, raiz, semilla o el fruto de las especies y estas, por medio de accion del calor se
obtienen los principios activos. En el caso de este tipo de preparaciones de plantas
medicinales, no existe como una guia en la que indique la cantidad exacta que se debe contar
de partes de la planta para su preparacion, sin embargo, se han establecido posibles rangos
en los que se considera que se obtiene una adecuada cantidad correspondiente a los principios

activos?.

En este caso, se recomienda usar 30-50 gramos del total de la especie y esta se va a
someter a un contacto con un diluente, el cual suele ser agua y de esta, normalmente, es
utilizada 1 litro. Debe pasar por un proceso de conservacion, para que al tener contacto con
la droga-diluente, se obtenga la suficiente cantidad de sustancia activa, esta espera no debe

ser mayor a una semana?2,

2.1.3.3 Maceracion

La maceracién forma parte de la clasificacion de las decocciones; consiste en triturar
la parte que se desea analizar y extraer los principios activos, se utiliza igualmente agua como
disolvente, pero esta debe mantenerse a una temperatura ambiente, es decir, no se somete a
calor. Se suele recomendar que se pueden utilizar entre 30-50 gramos de planta en 1 litro de
agua. En este caso, en comparacion con la decoccion, se debe permanecer en contacto droga-

disolvente por un tiempo que sea superior a un mes?2.
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2.1.3.4 Infusién

Las infusiones también pertenecen a la clasificacion de decoccion. Estos son
preparaciones principalmente liquidas de las plantas en las que se presenta el principio activo

a concentraciones bajas?2.

Para su preparacion se debe incorporar la temperatura de ebullicion del agua, para
poder facilitar la extraccion de productos solubles y, a su vez, esto hace que se mantenga un
gran porcentaje de sus propiedades curativas. Se recomiendan utilizar 20-30 gramos de la
planta o zona en la que se quieran extraer los metabolitos y todo esto debe estar en contacto

con 1 litro de agua, conservando en un tiempo no superior a 12 horas?2,

2.1.4 Usos generales de las plantas medicinales

Una alternativa de los medicamentos que ha tomado fuerza es el uso de plantas
medicinales como alternativa o como coadyuvante para tratar diferentes enfermedades desde
lo agudo a lo cronico?. Se considera que el valor correspondiente de mercado global de los
productos que provienen principalmente de lo que son las plantas medicinales, corresponde
a los $ 100 mil millones por afio®. Pero es importante recordar que, aunque sean de origen
natural, al tener un efecto terapéutico, se debe considerar la opinién de un médico para la
supervisién de su uso. Lo anterior, sobre todo, porque pueden originarse interacciones planta-

farmaco o puede estar produciendo una reaccién adversa causada por la planta.

Los principales usos que los humanos le han conferido a estas especies vegetales son
principalmente de caracter preventivo, curativo y de tratamiento; inclusive, se han estado
creando diferentes estrategias sobre el futuro papel y posicionamiento que tengan las plantas
medicinales, por esta razon con el paso el tiempo se va incrementando el interés por conocer
sus efectos terapéuticos, dosis maximas, interacciones, entre otros?®. Algunas de las
enfermedades en las que las personas han implementado los remedios naturales son
primordialmente para los resfrios, alergias, dolores o afectaciones estomacales y para dolores

de la zona bucal como los dientes o encias?®.
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2.2 Medicina tradicional

El término de medicina tradicional hace referencia al uso terapéutico de plantas
medicinales como sustitucion de la medicina convencional, asi como los medicamentos
sintéticos. A este tipo de medicina natural se le conoce individualmente a cada uno como un
fitofarmaco. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera que la medicina
tradicional utilizada por gran cantidad de paises en el mundo, si es utilizada correctamente,
entonces puede generar un beneficio y acceso a una calidad, seguridad y eficacia de un

tratamiento?’.

La medicina tradicional puede ser considerada ya sea como medicina
complementaria, alternativa y no convencional. De acuerdo con la Organizacion Mundial de
la Salud, la medicina complementaria o alternativa se utilizan para referirse a diferentes

técnicas o practicas utilizadas en la salud, sin ser parte de la norma convencional de un pais?.

2.2.1 Tipos de medicina natural y tradicional

Las plantas medicinales, por ser utilizadas desde la antigiiedad, se les ha establecido
diferentes practicas desarrolladas por los humanos en cuanto a los diversos tipos de uso que
tiene esta medicina. Entre ellos sobresale la acupuntura, apiterapia, homeopatia,
magnetoterapia, ozonoterapia Yy terapia floral. Existen mas tipos, sin embargo, a

continuacidn, seran descritos los mas conocidos y utilizados frecuentemente.

2.2.1.1 Acupuntura

La acupuntura es de las mas conocidas, mayoritariamente en el area del Oriente, ya
que es parte de la medicina tradicional de China. Ha sido de gran importancia como uso
coadyuvante en diferentes enfermedades, suele indicarse para cervicalgia, dolores
odontoldgicos, de cabeza, de rodilla y en la region lumbar. Lo anterior, porque sus efectos
estan relacionados con una liberacion de opioides de tipo enddgeno y una influencia con el

sistema nervioso auténomo?®.

Esta es una técnica donde se utilizan agujas muy delgadas y son introducidas en la
superficie de diferentes zonas del cuerpo dependiendo del area especifica del dolor o

enfermedad del paciente. Ademas de las agujas, se han desarrollado otros métodos de
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acupuntura como es el caso de la electro-acupuntura con el uso de estimulos eléctricos, la

moxibustion con la aplicacion de calor, la acupresion con la introduccion de presion?,

2.2.1.2 Apiterapia

La apiterapia ha presentado un desarrollo socioecondmico, cientifico y humano en la
sociedad. Esta es una aplicacion que se le da a la apitoxina o también conocido como veneno
de abejas, la cual tiene propiedades antiinflamatorias y analgésicas. Esta ha generado un
interés por el estudio de plantas medicinales en combinacion con otras técnicas provenientes
de colmenas y generar una potenciacion de diferentes efectos, haciendo que el paciente tenga
beneficios medicinales por parte de dos fuentes naturales. Por lo anterior, a su vez, se han
generado diversos estudios sobre aspectos farmacoterapéuticos en cuanto reacciones

adversas y efectos toxicologicos®.

2.2.1.3 Homeopatia

La homeopatia se basa en una idea de que existe un principio de similitud, en el que
toda sustancia similar, cura lo similar. En esta, se utilizan sustancias que son de lo poco
diluidas a lo altamente diluidas y agitadas, que provienen de plantas, de animales o de

minerales®?,

2.2.1.4 Magnetoterapia

La fisioterapia fisica suele usar campos magnéticos en los que permiten generar una
restitucion del equilibrio bioguimico celular, es decir, normalmente las células se componen
de cargas eléctricas y esto ocasiona que la persona, cuando se enferma, genere un
desequilibrio energético en el cuerpo, esta técnica lo que trata es de revertir ese proceso y
generar el equilibrio adecuado. Su tratamiento esta dirigido para la regeneracion del tejido

6seo, para procesos dolorosos, inflamatorios, lesiones en los musculos, entre otros®?.

2.3 Metabolismo de plantas

La fotosintesis es uno de los procesos mas importantes que realiza la planta, debido a
que permite la realizacion del metabolismo, el cual es un proceso en el que se comprenden
diversas reacciones quimicas que ocurren en las células de los seres vivos; y su objetivo es
obtener o realizar la sintesis de diferentes compuestos derivados de otros mas simples:.
Existe el metabolismo primario y secundario. En el primario es necesario que la planta lo
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realice para que pueda sobrevivir; mientras que el metabolismo secundario, genera productos
que no son vitales para la supervivencia de la planta y son denominados metabolitos

secundarios.

2.3.1 Tipos de metabolismo
2.3.1.1 Metabolismo primario

Las plantas deben de crear cierta cantidad de nutrientes, aminoacidos y carbohidratos
para poder subsistir y poder abastecer las necesidades diarias que requiere la especie. En el
caso de la fuente principal de energia, corresponde a los carbohidratos los cuales son
productos directamente obtenidos a partir de la fotosintesis; y en el caso de los aminoé&cidos,
representan la forma de nitrogeno presente en las plantas®.

Un aspecto relevante por mencionar es la cualidad que tienen los metabolitos
primarios de servir como parte funcional de la plantay la capacidad de crear a partir de ellos,
los metabolitos secundarios que permitirdn una defensa a la especie ante insectos y

herbivoros®*.

2.3.1.2 Metabolismo secundario

La sintesis de metabolitos secundarios principalmente ocurre durante el final o cerca
de la fase estacionaria de crecimiento; son derivados del metabolismo primario y algunos son
beneficiosos para la planta debido a que le brinda proteccion ante insectos y plagas®.
Ademas, es de suma importancia el papel que desempefian estas sustancias como medio de
defensa para la planta, esto porque les ayuda a adaptarse de diversas variantes del medio en
el que se encuentren; y también, no solo es aporte a la planta, sino que, en los humanos, es

relevante en la nutricion y por sus propiedades medicinales®.

Dentro de los principales componentes que presentan funciones de defensa, con los
alcaloides, terpenos y glucosinolatos. En ciertas ocasiones, la respuesta ante la necesidad de
producir defensas para la planta se puede hacer de forma constitutiva, es decir de forma
esencial o natural; sin embargo, en otras circunstancias este sistema de proteccion es
inducible, por lo que los metabolitos que normalmente se contienen en valores bajos,

aumentan ante la respuesta a la alimentacién de insectos, esto hace que se cree una direccion
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de energia fundamentalmente hacia el crecimiento y reproduccion, generando una mejor

conservacion de las especies.

2.4 Aceites esenciales
2.4.1 Caracteristicas generales de los aceites esenciales

Segun Dhifi et al.*’, los aceites esenciales se pueden considerar como mezclas
complejas que se caracterizan por tener compuestos volatiles y que suelen encontrarse
principalmente en plantas de tipo aromaticas. Estas moléculas que son volatiles, por lo
general de bajo peso molecular, incluyen a los metabolitos secundarios denominados fenoles
y terpenos; estos Ultimos, a su vez, se clasifican en monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos y politerpenos. Su composicion quimica, es lo que les permite tener una actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, entre otros; ademas, no solamente en la parte

terapéutica, sino que también en la alimentacidn y cosmética.

Ademés, Assuncao et al.®® detallan a los aceites esenciales como sustancias
complejas que son originadas a partir del metabolismo secundario de las plantas y, basandose
en el funcionamiento directamente para la planta, estas se encargan de generar una mayor

proteccidn, supervivencia y resistencia ante el ambiente.

2.4.2 Caracteristicas fisicas y quimicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales, se encuentran en el citoplasma de plantas especificas y se
caracterizan por ser miscibles en alcohol, éter y aceites fijos; sin embargo, en agua son
insolubles. Alguna de las caracteristicas fisicas recalcan que suelen ser liquidos e incoloros
cuando se encuentran a temperatura ambiente, con un olor determinado. Su densidad, por lo
general, corresponde a una menor que la unidad. Respecto a su indice de refraccion y

actividad optica, presentan valores muy altos®'.

Referente a lo anterior, los aceites esenciales pueden encontrarse en las células
oleiferas, en los canales secretorios, en las glandulas o en los tricomas. Y menciona que, a
partir del material vegetal, si se somete al vapor de agua, esto ocasiona una liberacion de una
mezcla odorifera liquida, que corresponde al aceite esencial; estos tendran la peculiaridad de

presentar un olor concentrado, de la misma planta®®.
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Los aceites esenciales, son ampliamente utilizados en el sector de industria cosmética,
por sus olores los incorporan en ciertos perfumes; y en las terapias aromaticas, tienen un
papel fundamental en las técnicas de masajes o inhalaciones. También, sirven en el sector
agricola como ente de atraccion de polinizadores, repelentes de diversos depredadores, entre

otras®’.

2.4.3 Usos de los aceites esenciales

Los aceites esenciales suelen tener diferentes usos, entre ellos la aromaterapia, la cual
corresponde al uso de fragancias y olores provenientes de especies naturales para utilizarlos
en terapia, usualmente se conoce para curar la mente, el cuerpo y el alma de la persona que
lo necesite®®. Adicional a esto, son utilizados en combinaciones como productos de

perfumeria, en el sector de cosmetologia, limpieza y en productos farmacéuticos®.

Ademas, algunos aceites esenciales suelen utilizarse como preservantes de alimentos,
debido a que presentan propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Y han tomado mayor
relevancia en este aspecto, debido al riesgo tan alto que se ha comprobado por el uso de
conservantes sintéticos*'. Se ha determinado que al ser utilizados como preservantes, también
prolongan la estabilidad de los alimentos en su conservacion, evitando que se deteriore y

pierdan como tal su calidad por alguna oxidacion o patégenos microbianos®.

2.4.4 Principales propiedades fisicoquimicas

Los aceites esenciales son liquidos aromaticos y se caracterizan por la cualidad de ser
volatiles, es decir, sustancias que con facilidad se convierten en vapor en contacto con el aire
en condiciones normales. Algunos de estos no presentan olor. Estdn compuestos
principalmente de metabolitos secundarios que son de caracter lipofilico, estos son mas que

todo monoterpenos y sesquiterpenos®,

Lo anterior es importante conocerlo debido a que, por ejemplo, si el aspecto fisico de
un aceite esencial cambia, quiere decir que probablemente a nivel quimico también existio
una alteracion. Estos cambios pueden darse por temperatura, luz y disponibilidad de

oxigeno*,
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2.4.5 Principales componentes de los aceites esenciales
2.4.5.1 Alcoholes

Los alcoholes son uno de los tipos de metabolitos secundarios que se pueden
encontrar en los extractos de diferentes especies. Estos se caracterizan por ser compuestos
principalmente orgéanicos en los que contendran en su estructura un grupo hidroxilo unido a

un atomo de carbono®.

2.4.5.2 Aldehidos

Adicional a los alcoholes, se pueden extraer aldehidos, los cuales corresponden a
liquidos, mayoritariamente, que son de origen natural, incoloros e inflamables. Uno de los
ejemplos de este grupo es el acetaldehido, el cual se encuentra en varias platas, frutas,
verduras. Esta sustancia, suele utilizarse para la elaboracion de perfumes debido a que

funciona como un agente aromatizante y, ademas, como colorante®.

2.4.5.3 Cetonas

En cuanto a las caracteristicas de estructura quimica de las cetonas, estas van a
presentar un grupo carbonilo en medio de una cadena de carbonos. Estas suelen ser un liquido
incoloro con un sabor y un olor que es caracteristico. Es importante recalcar que son

sustancias que se evaporan con facilidad, son inflamables y son solubles en agua®’.

2.4.5.4 Eteres

Los éteres son compuestos que en su estructura quimica presentan grupos alquilo o
arilo. Suelen ser liquidos transparentes e incoloro con olor, son ligeramente solubles en agua

y menos densos que esta’®,

2.4.5.5 Compuestos fenolicos

Uno de los compuestos principales en los extractos son los fenoles, los cuales tienen
un grupo hidroxilo, suelen estar presentes como sélidos incoloros o blancos cuando son

completamente puros. Son liquidos con un olor dulce caracteristico®.
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2.4.5.6 Taninos

Los taninos son de gran importancia y suelen utilizarse mucho en las formulaciones
con objetivo de prevencion de enfermedades degenerativas debido a sus propiedades

antioxidantes®.

2.4.5.7 Flavonoides

Dentro de los metabolitos secundarios més abundantes en las especies, estan los
flavonoides, los que se caracterizan por tener estructuras fendlicas y por tener efectos
beneficiosos en la salud de las personas. Son considerados como componentes indispensables
en una variedad de aplicaciones farmacéuticas y cosméticas, lo anterior debido a sus

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas y anticancerigenas®..

Un aspecto relevante de los flavonoides, es que las investigaciones respecto a estos
metabolitos han indicado el descubrimiento de la baja tasa de mortalidad cardiovascular y la

prevencion de la enfermedad coronaria®.

2.4.5.8 Terpenos

Uno de los metabolitos secundarios sintetizados por las plantas y que constituyen al
grupo con mayor cantidad de tipos, son los denominados terpenos. Son originados a partir de
diferentes metabolitos primarios como lo son: las hormonas como las giberelinas,
citoquininas y el acido abscisico; también provenientes de los carotenoides y clorofilas. En
cuanto a sus caracteristicas, estos mayoritariamente son insolubles en agua y se generan de
unidades de isopreno (cinco atomos de carbono). Son muy utilizados por sus cualidades
aromaticas y porque han tomado un gran auge en la medicina tradicional, por sus posibles

efectos antibacterianos y otros usos farmacéuticos®.

En referencia a los diferentes medios de produccion de metabolitos secundarios,
especificamente los terpenos, presentan distintos precursores metabélicos primarios que se
generan por medio de diferentes vias de biosintesis. Entre algunas de estas rutas, resaltan las
vias del mevalonato, esta va a activarse en el citosol de las células y en ese momento, tres
moléculas de acetil-CoA se condensan para formar acido mevalénico que reacciona hasta

crear el isopentenil difosfato (IPP) o como es conocida también, la ruta del metileritritol
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fosfato (MEP) que esta va a funcionar en cloroplastos; y genera también la ruta de
desoxixilulosa del fosfato y pirofosfato de isopentenilo (IPP)®.

Entre algunas de las unidades de isopreno bioquimicamente activas, sobresalen el
isopentenil difosfato y dimetilalil difosfato, que son moléculas que se generan a partir de las
vias mevalonato y desoxixilulosa fosfato. La diferencia de estas dos rutas metabdlicas es que
la via del mevalonato va a activarse mas que todo en los eucariotas superiores y en muchas
bacterias; por otro lado, la via del fosfato de desoxixilulosa solamente esta presente en

cloroplastos de algas verdes, de plantas superiores y en algunas bacterias®.

2.4.5.8.1 Sesquiterpenos

Referente a los sesquiterpenos, estos son los que estan formados por tres unidades de
isopreno. Es un grupo que puede estar presente en las hojas, frutos y raices de plantas
angiospermas, algunas gimnospermas Yy bridfitas. Tienen propiedades antifungicas,
antibacterianas y antivirales; estos beneficios que le otorga al hombre han demostrado
perspectivas de ser un promotor de la salud contra sindromes de caracter metabolico, como
la hiperglucemia, hiperlipidemias, problemas cardiovasculares, diabetes cancer de mama,

colon, pancreas, prostata, entre otros®,

2.4.5.8.2 Monoterpenos

Dentro de la clasificacion de los terpenos, se encuentran los monoterpenos que
constan de dos isoprenos enlazados, pueden ciclarse y oxidarse. Se caracterizan por tener el
peso molecular muy bajo y por esta razon, se encuentran mayoritariamente como aceites
esenciales. Son muy utilizados para estudios relacionados con su actividad antimicrobiana,
hipotensiva, analgésica, antioxidante, antiinflamatoria, entre otros. Algunos de sus ejemplos

sobresalen el mirceno, el limonero, mentol y eucaliptol®.

2.4.5.8.3 Diterpenos

Los diterpenos, son sustancias terpenicas que pueden estar presentes en plantas,
hongos, bacterias; estos muestran variedad de actividades biolégicas y son utilizados,
algunos de ellos, como medicamentos, aditivos alimenticios, en la perfumeria, agricultura,
entre otros. Son denominados por definicion como compuestos de 20 carbonos, a base de

cuatro moleculas de isopreno. Estas moléculas son predominantemente biosintetizados por
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la via del fosfato de desoxixilulosa, sin embargo, también se podria a partir de la via

mevalonato®®.

2.4.5.8.4 Triterpenos

Los triterpenos, de todos los metabolitos que crea la planta, junto con los
polisacaridos, son de los més abundantes. Estdn compuestos por seis unidades de isopreno y
la mayoria de tienen 27 o 30 atomos de carbono. Algunas de las propiedades medicinales que
presentan, resaltan la actividad antitumoral, antihepatitis, anti-VIH, antiinflamatoria,
antioxidante, entre otros. Y uno de sus ejemplos mas significativos por su abundancia, son
los acidos ganodéricos, que presentan cuatro unidades ciclicas y de isopreno tiene dos

lineales®®.

2.5 Propiedades fisicoquimicas
2.5.1 Consideraciones generales

Las propiedades fisicoquimicas son un conjunto de cualidades o caracteristicas que
se le otorgan a los materiales o sustancias que corresponden a aspectos como el color, olor,

sabor, forma, dureza, densidad, viscosidad, masa, entre otros.

2.5.2 Caracteristicas fisicoquimicas
2.5.2.1 Color

Propiedad intrinseca a la estructura de la molécula relacionada con el nivel de
insaturacién y a la presencia de cromdforos. El color puede ser utilizado como indicador para

la presencia de solventes o degradacion®’.

2.5.2.2 Olor

Propiedad inherente a los grupos funcionales presentes®®.

2.5.2.3 Sabhor

Es diferenciado en base a la patabilidad. Si el sabor de un principio activo es
considerado desagradable, se debe evitar su administracién por via oral para evitar problemas

de adherencia al tratamiento®.
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2.5.2.4 Masa

La masa es la expresion de la cantidad de materia de un material o sustancia y la
unidad principal de medida establecida por el Sistema Internacional de Unidades es el

kilogramo (Kg)®°.
2.5.2.5 Solubilidad

Funcidn de la estructura quimica de cada molécula, su determinacién debe ser tomada
en cuenta cuando se realice un estudio de preformulacién. Se debe tomar en cuenta la

solubilidad de las sustancias en distintos solventes, temperaturas, pH, etc®?.

2.5.2.6 Densidad

La densidad es una relacion entre la masa de una sustancia entre el volumen de la

misma®°.
2.5.2.7 Punto de fusién

El punto de fusién como la temperatura a la que las fases sélida y liquida estan en

equilibrio®. EI punto de fusion indica la pureza de la sustancia.

2.5.2.8 Punto de ebulliciéon

El punto de ebullicién es la temperatura en la que se determina que la sustancia tiene

una alteracion en cuanto a su fase. Es decir, pasa de estar liquido a gaseoso®.

2.5.2.9 Viscosidad

El término consistencia, puede considerarse analogo a la viscosidad. Esta es una
propiedad de las sustancias liquidas que describen el comportamiento del liquido al flujo, en

este caso van a permitir una resistencia y generan una friccion interna®.

2.5.2.10 pH

El pH es el grado de iones hidronio o la ausencia de estos, que se encuentran en un
liquido®. Entre mas iones hidronio presentes, quiere decir que es mas &cido; y por su

contraparte, entre menos tenga, mas basicidad.
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2.6 Métodos fisicoquimicos
2.6.1 Objetivo de los metodos fisicoquimicos

Los métodos fisicoquimicos consisten en estudiar todo lo referente a propiedades
fisicas y relacionarlos con las interacciones que tienen con componentes quimicos®.
Adicional a esto, permite dar particularidades sobre aspectos importantes de una sustancia,

asi como lo son las caracteristicas descritas en el punto 2.5.2.

2.6.2 Equipos utilizados en los analisis fisicoquimicos

Los equipos utilizados en los analisis fisicoquimicos, son los que permiten determinar
las diferentes propiedades fisicoquimicas de diversas sustancias. En este caso, se desea
analizar las caracteristicas tanto quimicas como fisicas de los extractos de las hojas y los
frutos, en los que se pretende obtener los parametros descritos en el apartado 2.5.2 por medio

de las técnicas que se explicaran a continuacion.

2.6.2.1 Viscosimetro

El viscosimetro es el encargado de medir la viscosidad de una sustancia. Esto lo
realiza por medio de la utilizacion de resistencia mecénica en la que mide la fuerza necesaria

para convertir la sustancia en estudio en un fluido®’.

2.6.2.2 Densimetro o picnémetros

La densidad, es otra de las propiedades fisicoquimicas de interés. Esta es medida por
medio de un densimetro o popularmente Ilamado picndémetro, el cual consiste en tomar en
cuenta tanto el peso como el volumen de una muestra y establecer este parametro basandose
en el principio de flotabilidad de Arquimedes, es decir, cada objeto presente en una sustancia
va a tener un empuje vertical, ya sea hacia arriba o hacia abajo, en el que esa fuerza implicada

seré igual a la densidad de dicha muestra. Se obtiene mediante calculos matematicos®.

2.6.2.3 pH-metro

El equipo destinado a la medicion del pH es el pH-metro. Este artefacto lo que mide
realmente es la cantidad de iones presentes en una sustancia, tanto iones hidronio (H+) como
iones hidroxilo (OH-), en el que a mayor cantidad de iones hidronio mas acido y menor

cantidad de iones hidronio, mas basico. Se registra en numeros, indicando que si es mayor a
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7 es una sustancia acida, mientras si s un nimero menor a 7 es basica. Si es una sustancia

con un pH de 7, quiere decir que es neutra®®.
2.6.2.4 Balanza

Existen dos tipos de balanza, la granataria y la analitica. Ambas sirven para poder
obtener por medio de un valor numérico, el peso de una muestra. La balanza granataria es
utilizada para realizar mediciones sensibles con rapidez y sencillez, incluso el limite de esta
es de 100 gramos’®. Y, por otro lado, la balanza analitica es Util para muestras pequefias, con

mayor precision que la granataria’.
2.6.2.5 Termometro

La temperatura es otra propiedad fisicoquimica importante, la cual es medida por un
termometro. A nivel de esta investigacion se va a utilizar para identificar los puntos de
ebullicion y el de fusion de las muestras; son de gran utilidad ya que permiten un alto nivel
de exactitud y se utiliza tanto para temperaturas altas como para bajas’?.

2.7 Técnicas de extraccion de aceites esenciales

Para la extraccion de los aceites esenciales de las diferentes especies de plantas, en

general se pueden utilizar muchos métodos, los cuales seran descritos a continuacion.

2.7.1 Destilacion por arrastre por vapor

La técnica mas comun para la obtencion de los aceites esenciales corresponde a la
destilacién por arrastre por vapor. Este consiste en un proceso de separacion en el que se
utiliza como principal solucion el agua, pero esta debe estar en vapor, es decir se sometera a
un aumento de la temperatura para que ebulla y se evapore; esto se debe realizar debido a
que el agua es el que facilitara la obtencion de los componentes volatiles presentes en la parte

de la planta que se quiera estudiar’.

2.7.2 Disolventes acuosos

Este tipo de extraccidn, tanto con disolventes organicos como acuosos, funciona de
la misma manera, su principio es colocar el disolvente en contacto con la parte de la especie

que se quiere obtener el extracto, esperar cierta cantidad de tiempo y finalmente se obtiene
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el aceite esencial en conjunto con el disolvente. El solvente més utilizado en este caso es el

agua’,

En este caso, se pueden utilizar con disolventes acuosos dos técnicas, la decoccion y
la infusion. En primera instancia, la decoccion consiste en utilizar temperatura, calentar hasta
ebullicidn el solvente acuoso que se encuentra en contacto con la parte de la planta y obtener
por medio de este método el aceite esencial. Es importante recalcar que en este caso, se debe

asegurar que los metabolitos no sean termosensibles porque de lo contrario, se evaporan’.

Por otro lado, la infusién implica colocar la parte de la planta en un recipiente que
contiene agua caliente al punto de ebullicién y se deja hervir durante un tiempo de 2 a 5

minutos’®.

2.7.3 Disolventes organicos

Entre los solventes organicos mas utilizados sobresale el éter dietilico, hexano,
ciclohexano, acetato de metilo, 1-butanol, 2-butanol, metil etil cetona, diclorometano, metil
1 propanol y propanol™. De las técnicas de extraccion que utilizan este tipo de disolventes

estd la maceracion y la percolacion.

La maceracion es un método que obtiene extractos de productos en estado sélido al
sumergirlo en un liquido por un tiempo determinado, este puede ser tanto en frio, es decir a

temperatura ambiente, o también, puede ser sometido a cierta temperatura’.
2.7.4 Soxhlet

Otro de los métodos méas utilizados para la extraccion de aceites esenciales en el
soxhlet, el cual es un aparato destinado en obtener sustancias de baja solubilidad en el
disolvente de extraccion, ya que es una técnica de separacion sélido-liquido’. El extractor
se encuentra en un condensador y matraz, en el que el solvente va a estar en constante reflujo
por calentamiento del matraz y este pasa por un solido que esta en el extractor, realizando la

separacion entre ellos’’.
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2.7.5 Extraccion por prensado

Esta es una técnica utilizada principalmente para obtener aceites esenciales de plantas
que tengan semillas oleosas, por lo que es uno de los métodos en el que se obtiene un
porcentaje de rendimiento mayor por la gran cantidad de aceite que se consigue, se menciona

que es por encima del 45%7,

2.7.6 Extraccién asistida por ultrasonido

Este tipo de método de extraccion permite obtener sustancias bioactivas de los
residuos agroindustriales. Una de sus grandes ventajas es que es una técnica que es rapida,

limpia y amigable con el ambiente’®.

2.7.7 Extraccién asistida por microondas

Este tipo de técnica utiliza recipientes cerrados para poder calentar hasta el punto de
ebullicidn el disolvente que se tendré para la extraccion, esto debido a que la temperatura alta
aumenta la solubilidad de los metabolitos de interés y baja la viscosidad haciendo mas

sencillo la introduccién en la matriz.

2.7.8 Extraccién con fluidos supercriticos

Los fluidos supercriticos hacen referencia a cualquier sustancia que se encuentre en
un punto critico termodindmico tanto en temperatura como en presion. Lo anterior quiere
decir, que tiene la capacidad de difundirse a través de sélidos, pero también por medio de
gases y disolver muestras como un liquido®. La extraccion con este tipo de fluidos, utiliza el
diéxido de carbono y lo somete a este punto critico permitiendo la obtencidn de extractos

naturales®?.

2.7.9 Hidrodestilacion

Una hidrodestilacion consiste en el proceso para obtener el aceite esencial de alguna
especie por medio del uso de vapor saturado a presion atmosférica. En este caso, la muestra
vegetal esta completamente en contacto con el agua y esta debe estar en ebullicion

constante®3,
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2.8 Métodos de identificacion y caracterizacion de metabolitos
2.8.1 Cromatografia

Uno de los métodos mas utilizados y de los mas efectivos, es la cromatografia y sus
diferentes tipos. Este es un procedimiento de caracter quimico que permite tanto la separacion
de componentes como la identificacidn, cuantificacion, cualificacion y determinacion de

ellos®.

2.8.1.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia de capa fina es una técnica que se usa para separar pero a la vez
identificar los componentes de las mezclas. Esto lo hace por medio de diferencias de

polaridades®®.

2.8.1.2 Cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPLC)

Este tipo de cromatografia funciona para separar e identificar componentes por medio
de dos fases, una estacionaria no polar que por lo general esta elaborada de silica; y la fase
movil®®. Es relevante recalcar que en este tipo de cromatografia es para mezclas poco o nada

volatiles.

2.8.1.3 Cromatografia de columna

Esta técnica separa componentes de una mezcla por medio de la utilizacion de
columnas, que son tubos cilindricos de manera vertical, que en su interior estin compuestas

por la fase estacionaria y por encima de esta pasa la fase movil®’.

2.8.1.5 Cromatografia de gases (CG)

La cromatografia de gases, es una de las técnicas de separacion e identificacion que
fue creada y ha sido utilizada desde hace mucho tiempo atréas, esto por su gran efectividad en
aislar fisicamente las sustancias presentes en mezclas complejas de compuestos que son
altamente volatiles®. Usualmente se usan gases como el helio, argon, nitrégeno y didxido de

carbono®®,
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2.8.2 Métodos espectroscopicos

La espectroscopia es una técnica basada en detectar la absorcion o emision de

radiacion electromagnética que tiene una muestra®.

2.8.2.1 Absorcién

La espectroscopia de absorcion corresponde a los fotones que son absorbidos por una
mezcla. Esta muestra una absorbancia a una determinada longitud de onda, temperatura y

condiciones de la disolucion®?.

2.8.2.2 Espectro UV-Vis

Esta técnica permite determinar una concentracion de un compuesto que se encuentra
presente en una solucion®. La absorcion de la radiacion genera un electron en estado de
excitacion, que por lo general estos suelen ser los electrones presentes en los enlaces de las
moléculas por lo que genera diferentes picos de absorcién que permite determinar los

componentes presentes de acuerdo a estos picos®.

28.23 1R

La espectroscopia IR se ocupa de la region infrarroja del espectro electromagnético,
el cual corresponde a la luz con una longitud de onda mas larga y menor frecuencia que la

luz visible®*%,

2.8.2.4 RMN

Esta técnica de identificacidn se realiza mediante el campo magnético de una particula
de espin que gira alrededor de este. Se mide la fuerza del campo magnético local alrededor

de la particula®.

2.8.2.5 Espectroscopia de masas

La espectroscopia de masas facilita la identificacién de biomoléculas presentes en
muestras bioldgicas y también suele utilizarse para ciertos estudios de interacciones de
proteina-proteina. Toma en cuenta la desviacion de iones y se basa en la carga, la masa y la

velocidad®”%,
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2.8.3 Pruebas cualitativas de identificacion

2.8.3.1 Libermann Burchard

Esta es una prueba que se realiza para determinar la presencia de triterpenos y
esteroides en el aceite esencial. Lo que se debe realizar es disolver una pequefia cantidad de
muestra (1,5miligramos) en cloroformo para afiadir el reactivo que se prepara agregando una
gota de acido sulfarico concentrado en una mezcla de 1mL de anhidrido acético con 1mL de
cloroformo. La prueba es positiva con la formacion de colores azul o verde para esteroides y

rojo, violeta o morado para triterpenos®.
2.8.3.2 Reactivo Vainillina-acido sulfarico

Para identificar los sesquiterpenos, se deben realizar dos disoluciones, el namero |
es de &cido sulfarico al 5% en etanol y la disolucion 11, es de vainillina al 1 % en etanol. Se
asperjan los cromatofolios con la solucién I luego con la Il se calienta a 110 °C por 5- 10

minutos'®,
2.8.3.3 Prueba de cloruro férrico al 12,5% (FeCl)

La presencia de taninos condensados y fenoles, se pueden identificar al agregar dos a
tres gotas de solucion de FeClz a las soluciones de los extractos acuosos. Si se torna a una
coloracion de verde obscuro a azul indigo muestra la presencia de fenoles, mientras que el

color azul completo indica que los taninos de la muestra son hidrolizables?.
2.8.3.4 Reaccion de Borntrager

Para identificar quinonas y antraquinonas, se debe colocar en un tubo de ensayo 5 mL
del extracto crudo. Afadir 1 mL de perdxido de hidrogeno al 20% y 1 ml de acido sulfirico
al 50%. Calentar la mezcla en un barfio de agua hirviendo durante 15 minutos. Enfriar. Afadir
5 mL de tolueno. Agitar sin emulsionar. Recuperar la fase organica (tolueno). Trasvasar 2
mL fase organica a un tubo de ensayo. Afadirle 1 mL de una disolucion de NaOH al 5% con
amoniaco al 2%. Agitar sin emulsionar. Finalmente, si la capa acuosa toma una coloracién

rosada a roja intensa es prueba positiva'®.

31



2.8.3.5 Prueba de Shinoda

Para identificar flavonoides, en un tubo con 1mL de extracto diluido se le agrega un
trozo de viruta de magnesio amalgamado, se le debe aplicar calor (60°C) y después cinco
gotas de acido clorhidrico concentrado por las paredes. La aparicion de colores que van del

rojo al violeta indica la presencia de una flavona o dihidroflavonal®,
2.8.3.6 Reactivo de KOH

Para la identificacion de cumarinas, se deben disolver 100mL de la muestra en una
solucion de NaOH al 10%, si aparece una coloracion amarilla que desaparece al acidular, la

prueba es positival®,

2.9 Canellaceae
2.9.1 Caracteristicas generales de la familia Canellaceae

La especie Pleodendron costaricense pertenece a la familia Canallaceae, que se
caracteriza principalmente por agrupar a arboles de tipo lefiosos que se encuentran en las
zonas tropicales y subtropicales!®. Esta contiene 21 especies en cuatro géneros: Canella,
Cinnamodendron, Pleodendron y Warburgia®. La mayoria de las especies que comprenden
los cinco géneros suelen encontrarse en el Sur de Florida, las Indias Occidentales, Noroeste
de América del Sur, Sureste de Brasil, Sureste de Africa y Madagascar'®.

Segun Assuncao et al.*8, en cuanto a los aspectos etnobotanicos, la relacion que
existe de esta familia con el ser humano resalta el uso popular para tratamientos contra
algunas patologias como lo son los dolores musculares, infecciones, cicatrizaciones,
estomatitis, antimalaricos, entre otros. Esto se debe a que a partir de las especies que
conforman esta familia, pueden utilizarse como aceites esenciales, principalmente extraidos

de las hojas y el tallo.

Entre las especies que pertenecen a la familia Canellaceae con mas estudios previos,
sobresalen la: Canella winterana, Cinnamosmafraganes, Cinnamosma madagascariensis,

Cinnamodendron dinisii; y estas, al realizar extracciones e investigaciones mas especificas,
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se han identificado presencia de diferentes componentes que tienen una gran influencia
terapéutica, entre ellos: 1,8-cineol, linalool, limoneno, alfa y beta-pineno; con propiedades
antifingicas, citotoxicas, insecticidas, inmunomoduladores, larvicidas, antiinflamatorias,

anticonvulsivas, entre otrose.

2.10 Pleodendron costaricense

Al comprender las diferentes caracteristicas que presenta la familia Canellaceae, en
cuanto a su ubicacion geografica, aspectos etnobotanicos de los usos mas populares de las
plantas por el hombre, los diferentes géneros que presenta, entre otros y al profundizar estos
ultimos, se puede afirmar que se encuentra dentro del género Pleodendron a la especie en
estudio, el Pleodendron costaricense.

2.10.1 Descubrimiento de la especie

Dentro de la biodiversidad que presenta Costa Rica, en el Sur del Pacifico del pais,
fue descubierta la especie Pleodendron costaricense, especificamente en el bosque lluvioso;
la cual es la Unica especie de la familia Canellaceae de América Central'®. Respecto a la
historia de su descubrimiento, fue en agosto del 1998 cuando uno de los arboles de la zona,
presentd frutos con muchas semillas pequefias de color negro; seguidamente, se tomé para
poder examinar, diseccionar y analizar el olor de los especimenes, algunos de los botanicos
encargados, que pertenecian al Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio), apreciaron una

similitud del olor de las frutas y semillas con especies de la familia Myristicaceae®.

Después de muchas investigaciones y un periodo de un afio, lograron identificar a la
especie, lo que resulté complicado por la razén de que en Costa Rica nunca habia aparecido
alguna planta que se encontrara dentro de la divisién Canellaceae. Anteriormente, solo se
conocia la Canella winteranades de Mesoameérica, especialmente en Yucatan que se localiza
en Méxicol.

2.10.2 Descripcidn fisica de la especie

Algunas de las caracteristicas fisicas principales que presenta la especie Pleodendron
costaricense, corresponde a que es un arbol, aproximadamente de 15 a 35 metros de altura,

€s escamoso, con una corteza externa de una coloracion gris y blanca. En cuanto a su corteza

interna presenta una coloracion rosa palido y se considera un arbol de tipo aromatico; sus
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ramas son grises palidos y sus yemas terminales son de un largo de 9 mm y un ancho de 2
mm. La forma de las hojas es ovadas-falcadas; y las hojas maduras estan enrolladas y sus
margenes son ciliados; suelen ser brillantes en la parte superior cuando esta seca, se marcan
las venas laterales de 12 a 13 pares, de igual manera, unos puntos claros de glandulas son
visibles con lupa. Tiene 12 pétalos y su fruto caracteristico es la baya verde y lisa, con un
largo de 2,5y un ancho de 3 cm?.

Por otro lado, el arbol mide aproximadamente de 15 m de altura, con la cualidad de
ser aromatico, con sustancias volatiles en las diferentes glandulas que tiene su corteza y hojas,
que permiten la produccién de aceites esenciales; ademas la madera presenta en su estructura
una porosidad difusa y que estos poros por lo general son de un didmetro moderado. También,
en cuanto a los elementos vasculares de esta especie, son muy largos y que sus vasos son
exclusivamente solitarios. Se considera a esta planta con caracteristicas y rasgos anatomicos

primitivos de las plantas angiospermas®.

La familia Canellaceae, es reconocida por tener hojas alternas, enteras, estipuladas
coraceas y aromaticas; ademas de las flores con tres sépalos, un ovario con placentacion
parietal y un fruto que es una baya. La especie Pleodendron costaricense, presenta 3 sepalos,

12 pétalos y 6 carpelos?.

2.10.3 Fenologia

La fenologia hace referencia al estudio de las etapas o actividades constantes del ciclo
de vida de las plantas, considerando la produccion de las estructuras vegetativas y
reproductivas; ademas, se relaciona con los factores bi6ticos y abiéticos, que son los que van

a determinar el momento correcto para que la planta realice su crecimiento y reproduccion?®”.

Por lo general, la especie Pleodendron costaricense tiene su proceso de floracién en
febrero y marzo. No todas las flores de esta planta se abren al mismo tiempo, se debe pasar
por un proceso denominado antesis, que es una fase en la que la flor se va a expandir, en el
momento de la polinizacion. Las flores que son maduras tienen principalmente una forma
globosa, con los pétalos erectos y con una pequefia abertura circular. En cuanto a los frutos,

que son las bayas, a finales de julio y agosto estan casi maduros?.
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2.10.4 Habitat y distribucion

Algunas de las localidades en las que se ha encontrado la especie Pleodendron
costaricense, ha sido en la Provincia de Puntarenas de Costa Rica, en dos localidades en el
Canton de Osa, en la Peninsula de Osa y en el Canton de Parrita, en la cuenca del Rio Pirris-
Damas. En la Provincia de San José, se localiza en el Cantdn de Tarrazd. Estas zonas, se
caracterizan por estar en el Pacifico del Sur de Costa Rica, donde se da la formacién del
bosque himedo tropical, a una altura aproximada de 200 a 300 m de elevacion. Y esta a una
distancia de 2000 Km del que consideran pariente filogenéticamente mas cercano, a la

especie Pleodendron macranthum, en Puerto Rico®.

2.10.5 Principales usos

El P.costaricense fue descrita en el 2005, por lo que se ha ido investigado sus posibles
usos terapéuticos, segin Pillco, Lopez, Alvarez-Alcazar y Whitworth” observaron que los
primates utilizaban la especie para medicina topica. Treyvaud et al.> analizaron su efecto
contra especies fungicas y cepas de diversos hongos asi como la Candida albicans,
Crytococcus neoformans, Wangiella dermatitidis, Alternaria alternata, entre otras. Por lo
anterior, es de interés evaluar si realmente el extracto de las hojas y el de los frutos tienen el
efecto sobre la Candida albicans para poder generar un posible producto tdpico ante este

hongo.

2.10.6 Composicion quimica conocida

De acuerdo con el estudio realizado por Treyvaud et al.®, se identificaron algunos
componentes presentes en el aceite esencial de las hojas y corteza del P.costaricense, los

cuales se describiran a continuacion.

2.10.6.1 Alfa-pineno

El alfa-pineno es un liquido transparente e incoloro. Es menos denso que el agua y se
considera insoluble en agua'®. Tiene un papel como metabolito vegetal y también como

metabolito humanol®?,
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2.10.6.2 Beta-pineno

El pineno es un hidrocarburo de tipo monoterpenoide biciclico de doble enlace. Tiene
un punto de ebullicién entre 163 a 166 °C. Y ademas, es un liquido organico incoloro que es

soluble en aceite pero insoluble en etanol y agua'*®.

2.10.6.3 Beta-mirceno

El beta-mirceno es un monoterpeno que como efecto terapéutico beneficioso es que
funciona como agente antiinflamatorio, agente anabdlico, fragancia, agente saborizante y

componente de aceite volatil'*,

2.10.6.4 Beta-tujeno

El beta-tujeno esta sustituido en posiciones 1y 4 por grupos isopropilo y metilo. Tiene

un papel importante como metabolito vegetal*'?.

2.10.6.5 Beta-cariofileno

El beta-cariofileno es un sesquiterpeno biciclico, genera un aroma distintivo en el
aceite esencial y en la planta le facilita una mejor supervivencia en cuanto a proteccion y

evolucion!®s,

2.11 Aplicacién terapéutica

2.11.1 Consideraciones generales

Una aplicacion terapéutica, es todo aquello que es utilizado para curar, diagnosticar,
tratar o aliviar alguna patologia o sintomas de estal'*. Es importante recalcar la diferencia
entre un efecto farmacolégico y uno terapéutico, lo cual se relaciona con su aplicacion. En el
caso de la primera variable, el efecto farmacoldgico, se considera cualquier cambio o
alteracion que se genera en el cuerpo después de administrar una dosis normal de un
medicamento o sustancia medicinal. Y, por otro lado, el efecto terapéutico, es el que produce

el efecto beneficioso o el esperado por parte del producto.

Es decir, el efecto farmacoldgico va a generar un cambio ya sea positivo 0 negativo
después de administrar el farmaco, mientras que el terapéutico solamente el positivo, el cual

es el esperado y para lo que es destinado el farmaco.
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2.12 Actividad antimicética
2.12.1 Mecanismo de accién

El mecanismo de accion general de los medicamentos y sustancias con actividad
antimicaticas es el realizar dafio en la membrana celular y para que, de esta manera, se inhiba

la 14a-desmetilasal®®.

2.12.2 Evaluaciones antimicéticas

Las evaluaciones antimicoticas consisten en analisis que se realizan para comprobar
si verdaderamente una sustancia o medicamento presenta el efecto de poder impedir la
proliferacion de hongos. En la presente investigacion, para lo que compete a las evaluaciones

antimicéticas, se tomaran en cuenta principalmente métodos que se realizan en forma in vitro.

2.12.2.1 Método de difusion en agar

Es un método que en investigaciones anteriores lo han utilizado para evaluar
actividades antimicoticas de aceites esenciales de diversas plantas. Este consiste
principalmente en poner en contacto a la fase levaduriforme con la micelial, es decir, la del
aceite esencial. Para esto, con la utilizacion de un asa de siembra se transfiere una porcién
del hongo en un tubo de 4 a 5 mL de solucidn salina estéril, se intuba el caldo a 35-37°C con
una duracién entre 2 a 6 horas. Cuando lo anterior esté listo, se pasa en toda la placa utilizando
la técnica del hisopo y se colocan pozos de placa que permitan observar el halo que puede
generar la sustancia aceitosa. Se deja reposar 30 minutos a temperatura ambiente y se incuban
las placas a 37°C durante 7 dias'?®.

2.12.3 Medidas de esterilizacion

El proceso de esterilizacion corresponde al método utilizado en los laboratorios
principalmente de microbiologia, para poder eliminar toda forma de vida microbiana, para
esto existen diversos métodos, sin embargo, el que se tendrd énfasis es el de radiacion
ultravioleta (UV).
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2.12.3.1 Radiacién UV para desinfeccion microbioldgica

La radiacion UV es eficaz para la desactivacion de bacterias, virus, esposas, hongos,
quistes, entre otros. Forma parte de las desinfecciones quimicas y fisicas. El tiempo

recomendado de exposicion es de 4 horas'!’.
2.13 Candidiasis
2.13.1 Fisiopatologia

La candidiasis corresponde a una patologia cutanea a causa de una parasitacion de
hongos o bien conocidos como levaduras. Debido a que la mayor parte de las especies de
Candida son saprofiticas, es decir, que se alimentan de particulas en descomposicion, estos
afectan principalmente las mucosas como en el eséfago, vagina, en las ufias, a nivel

gastrointestinal y en piel, entre otros!!é,
2.13.2 Epidemiologia

La candidiasis es una enfermedad de caracter mundial, incluso existen registros de
que la tasa de mortalidad corresponde a un 50% o mas, en terapia intensiva. Entre las especies
que son mas frecuentes que desarrollen una patologia son: Candida albicans, Candida

parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei y Candida glabrata'*®.

2.13.3 Manifestaciones clinicas

En cuadros de candidiasis usualmente se suelen presentar edemas, piel enrojecida,
picazén, sensacion de ardor, dolor, molestias vaginales, secrecion vaginal espesa y sin
olor'?, Y suelen ser complicaciones graves en los pacientes que son inmunosuprimidos por

lo que se debe abarcar lo mas antes posible.

2.13.4 Diagndstico

El diagndstico de la candidiasis es principalmente mediante los signos, sintomas,
historia clinica y el examen fisico del paciente. Sin embargo, no siempre ocurre de esta
manera, sino que puede realizarse mediante examenes directos por medio de cultivos de

hongos!8.
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2.13.5 Tratamiento farmacoldgico

El principal tratamiento consiste en explicar al paciente como corregir ciertos factores
de su vida cotidiana que pueden estar facilitando la reproduccion del hongo y tratar las
enfermedades subyacentes que puedan estar implicando una proliferacion de la especie.
Adicional a esto, el tratamiento farmacoldgico para directamente abarcar la patologia de

candidiasis es el uso de un medicamento t6pico o sistémico®*8,

Dentro de los medicamentos que son topicos, pueden utilizarse el cotrimazol,
miconazol, ketoconazol, sertoconazol, terbinafina o naftilina. Y de los que son sistémicos los

mayormente empleados son el itraconazol o fluconazol*8,

2.14 Formulaciones biofarmacéuticas
2.14.1 Objetivo de formulaciones biofarmacéuticas

El objetivo de las formulaciones biofarmacéuticas radica en conseguir una actividad
farmacéutica o terapéutica indicada de un medicamento en el aspecto clinico, sin embargo,
para esto, se deben tomar en cuenta diversos factores que se mencionarén en el apartado
2.14.2 que son aplicados y estudiados desde el laboratorio de industria farmacéutica para

poder lograrlo®??,

2.14.2 Factores biofarmacéuticos por considerar

En las formulaciones se debe considerar aspectos de los excipientes, los cuales
permiten mejorar el producto, la aceptabilidad del paciente, una mejoria en la estabilidad y a
la vez la calidad. Un factor importante son las incompatibilidades de excipientes con el
principio activo, para poder establecer cuales son los que se pueden utilizar y cuales

descartar'??.

La solubilidad y la permeabilidad son necesarios tomarlos en cuenta ya que en este
caso existen cuatro clases establecidas por el Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica, la |
y IV en la que la sustancia tiene baja solubilidad, 1 y Il con alta solubilidad, Il y I con alta

permeabilidad y 1V y 111 con baja permeabilidad®?,
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CAPITULO I1l. MARCO METODOLOGICO



En el siguiente apartado se estard exponiendo la metodologia de esta investigacion,
que consiste en los procesos, técnicas, reactivos, criterios de exclusion, criterios de inclusién

y el anélisis de las diferentes variables por utilizar en la seccion de busqueda bibliografica.

3.1 Enfoque

El enfoque de la investigacion se refiere a la naturaleza del estudio, existen tres tipos:
la mixta, cualitativa y cuantitativa. Es el que se relaciona con la definicion del tema, el
planteamiento del problema, la técnica metodoldgica y la recoleccién de datos junto con su
respectivo analisis?*. Lo anterior, debido a que es el que establece como tal si el estudio
obtendra aspectos informativos teoricos, si se obtienen datos contables o si es de las dos

maneras.

En este caso, la investigacion tiene un enfoque de tipo mixta, es decir, se utilizan los
métodos cuantitativos y cualitativos simultdneamente. En este estudio, la metodologia
experimental se dividira en dos partes. La primera corresponde a la seccion quimica, en la
que se realizara el extracto del aceite esencial de la especie P. costaricense, su identificacion
de metabolitos por pruebas cualitativas, CG-MS, IR y descripcion de propiedades
fisicoquimicas de cada uno. La segunda parte, la in vitro, en la que se evaluara la actividad
antimicética, tanto en el extracto de hojas como en el de frutos. Adicional a esta Gltima parte,
se establecera una propuesta de producto final en el que se identificaran las cantidades

adecuadas de cada excipiente para favorecer la calidad de la formulacion.

Corresponde a un enfoque mixto, ya que en la primera parte se estara identificando el
grupo de metabolitos mayoritarios presentes en el extracto de aceite esencial de las hojas y
frutos por medio de pruebas cualitativas, caracterizar su composicion quimica con el CG-MS
y el IR, ademas de describir las propiedades fisicoquimicas del mismo. En la segunda parte
se tendra un enfoque cualitativo igualmente, debido a que se evaluara un aspecto tedrico y
visual, en el que, si el extracto disminuye la proliferacion de Candida albicans, Candida
parapsilosis y Candida krusei entonces se tendra un poder antimicotico. En la seccién de
propuesta del producto farmacéutico se identificaran las cantidades adecuadas para una
posible formulacion y se obtendran mediciones del halo de inhibicion, por lo que también

tiene un enfoque cuantitativo.
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3.2 Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo experimental EC sin asignacion aleatoria, la cual consiste
en que, por medio de diversas aplicaciones metddicas con el uso de técnicas experimentales
o de campo, se evalla un producto, sustancia, medicamento, técnica, entre otros'?*, Se
considera EC sin asignacion aleatoria debido a que no se aplica una técnica al azar, sino que
con anterioridad se elige al sujeto que se le quiere aplicar, es importante que tiene un grupo

de comparacion.

Este estudio corresponde a un alcance de caracter exploratorio, el cual consiste en
indagar sobre diversos problemas que son poco analizados y que no presentan muchas
investigaciones, para que con este tipo de trabajos se abra espacio en el campo y asi obtener
nuevos conocimientos!?. Adicional a esto, se prefiere, principalmente temas en los que se
tienen dudas, que no se ha abordado anteriormente y proponer diferentes métodos para

conocer al respecto.

Lo anterior, con relacion a la presente investigacion, consistira en analizar una especie
vegetal, en la que se extraeran sus metabolitos de los frutos y hojas, donde se identificaran
estas sustancias y finalmente, evaluar si tienen actividad antimicética. EI grupo o fuente que
se tendra como punto de comparacion serd las revisiones bibliogréficas contra lo obtenido en

la seccién experimental.

3.3 Fuentes de informacion

El presente estudio se apoyd en diferentes articulos cientificos y bases de datos
bibliograficas como Google académico, Scielo, PubMed, Redalyc y Elsevier, basadas en
ensayos sobre el Pleondendron costaricense, técnicas de extraccion aceites esenciales de
especies vegetales, métodos de identificacion de metabolitos secundarios y pruebas de

evaluacidn antimicética.

41



3.4 Criterios de busqueda de la informacion

Tabla 1. Criterios de busqueda utilizados, segun objetivos

Objetivo Descriptores Motores de Periodo de Idioma
busqueda estudio
1-Realizarla | acoite esencial Google 2018-2023 Espafiol/Inglés
extraccion del académico
aceite esencial
Scielo
de las hojas y
frutos del PubMed
Pleodendron Redalyc
costaricense .
Elsevier
por el método
de destilacion Técnicas de Google 2018-2023 Espafiol/Inglés
por arrastre de extraccion académico
vapor. Scielo
PubMed
Redalyc
Elsevier
Pleodendron Google 2018-2023 Espafiol/Inglés
costaricense académico
Scielo
PubMed
Redalyc
Elsevier
2-ldentificar los Metabolitos Google 2018-2023 Espafiol/Inglés
metapolitos secundarios académico
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secundarios
presentes en el
extracto del
aceite esencial
de las hojas y
frutos del

Pleodendron
costaricense
por medio de
cromatografia

de gases.

Scielo
PubMed
Redalyc

Elsevier

Extractos

Google

academico
Scielo
PubMed
Redalyc

Elsevier

2018-2023

Espafiol/Inglés

Técnicas de
identificacion

de metabolitos

Google

académico
Scielo
PubMed
Redalyc

Elsevier

2018-2023

Espafiol/Inglés
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3-Comparar las Propiedades Google 2018-2023 Espafiol/Inglés
propiedades | fisicoquimicas |  académico
fisicoquimicas )
de cada Scielo
metabolito PubMed
secundario Redalyc
presente en el Elsevier
extracto del
aceite esencial
de las hojas y
frutos del
Pleodendron
costaricense.
A-Bvaluarlas | Apjicaciones Google 2018-2023 | Espafiol/Inglés
posibles terapéuticas académico
aplicaciones
terapéuticas del Scielo
extracto de las PubMed
hojas y de los Redalyc
frutos mediante Elsevier
pruebas
antimicaticas. Pruebas Google 2018-2023 Espafiol/Inglés
antimicoticas académico
Scielo
PubMed
Redalyc
Elsevier

Fuente: Elaboracién propia, 2023.
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3.5 Criterios de inclusion y exclusion

Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusion para la seleccion de articulos

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
Articulos sobre el aceite esencial del Articulos sobre el aceite esencial de otras
Pleondendron costaricense. especies de plantas.
Articulos sobre extraccion por la técnica Articulos sobre extraccion por otras
destilacion de arrastre por vapor, técnicas ajenas a la de arrastre por vapor,
hidrodestilacion o mixta. hidrodestilacion o mixta.
Articulos sobre el método de cromatografia Articulos sobre otros métodos de

de gases para identificacion de metabolitos | identificacion de metabolitos secundarios

secundarios. diferente a la cromatografia de gases.

Articulos sobre propiedades fisicoquimicas | Articulos sobre caracteristicas fisicas de la
del extracto del aceite esencial del planta, frutos u hojas.

Pleodendron costaricense.

Acrticulos sobre pruebas antimicoticas que | Articulos sobre pruebas antibacterianas que
se han realizado al extracto del se han realizado al extracto del
Pleodendron costaricense. Pleodendron costaricense.

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

3.6 Andlisis de la informacion

En la basqueda de informacidn, al aplicar los criterios de exclusion y de inclusion, se
obtuvieron 175 articulos, entre el afio 2005 y el 2023, en los idiomas inglés y espaiiol. Se
excluyeron aquellos que no cumplian con el objetivo del tema al ser articulos que abordaban
otro tipo informacion como articulos que mencionaban actividad bacteriana de la especie,
sobre la extraccion por otras técnicas ajenas a la de arrastre por vapor, hidrodestilacion o
mixta, entre otros. Estos se utilizaron por ser articulos con mayor nivel de evidencia y con la
mayor informacion disponible sobre el P.costaricense, lo cual no hay suficiente informacion

referente a esta especie por ser descrita en el 2005. Los articulos fueron seleccionados de
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acuerdo con su contenido y el objetivo de la investigacion. En el anexo 1, se aprecia la tabla

Sackett.

3.7 Variables de la investigacion

Tabla 3. Variables del Método Experimental

Aceite esencial

complejas que son
originadas a partir
del metabolismo
secundario de las
plantas y basandose,
en el
funcionamiento
directamente para la
planta, estas se
encargan de generar
una mayor
proteccion,
supervivencia 'y
resistencia ante el

ambiente3,

Se obtuvo por
medio del método

de hidrodestilacion.

Variable Definicion Definicion Definicién
conceptual operacional instrumental
Sustancias

Se requirié del
equipo para la

hidrodestilacion.

Metabolitos

secundarios

Ademas, es de suma
importancia el papel
que desempefian
estas sustancias
como medio de

defensa para la

Se identificaron los
metabolitos
secundarios

mediante
espectroscopia

infrarroja,

Se utiliz6é un
espectrofotometro
infrarrojo, tubos de

ensayo,
cromatografo de

gases acoplado a
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planta, esto porque
les ayuda a
adaptarse de
diversas variantes
del medio en el que
se encuentren; y
también, no solo es
aporte a la planta,
sino que, en los
humanos, es
relevante en la
nutricion y por sus
propiedades

medicinales®.

cromatografia de
gases acoplado a
detector de masas y
pruebas cualitativas
con técnicas
colorimétricas para
identificacion de los

grupos funcionales.

detector de masas,
biblioteca que
permita identificar
los posibles
metabolitos por
medio del
cromatografo de
gases y reactivos
necesarios para
pruebas de
identificacion

cualitativas.

Propiedades

fisicoquimicas

Las propiedades
fisicoquimicas son
un conjunto de
cualidades o
caracteristicas que
se le otorgan a los
materiales o
sustancias que
corresponden a
aspectos como el
color, olor, sabor,
forma, dureza,
densidad,
viscosidad, masa,

entre otros®®.

Se analizoé la
densidad, peso,
volumen y pH del
extracto de aceite
esencial de las hojas
y de los frutos por
separado.

Se necesito de
probeta, balanzas
granatarias y tiras

de pH.
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Actividad

antimicética

El mecanismo de
accion general de
los medicamentos y
sustancias con
actividad
antimicéticas es el
realizar dafio en la
membrana celular y
para que, de esta
manera, se inhiba la

14a-desmetilasal'®.

Se midieron los
halos de inhibicion
en un medio de
cultivo de agar
especifico y se
comparard la
actividad
antimicética del
aceite esencial de
los frutos y de las

hojas.

Se necesito de una
camara de flujo
laminar con luz UV
tipo 11, un
nefelometro,
incubadora, Papel
filtro, cepas: ATCC
90028, ATCC
22019y ATCC
6258, medio
cromogénico
CANZ2, placas de
agar SDA, agar
RPMI MOPS,
hisopos estériles,
asas bacteriologicas
estériles, pinzas

estériles y regla.

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

3.8 Descripcién del procedimiento de recoleccion y analisis de datos

En esta seccion se detallara lo necesario para la ejecucion de este experimento, el cual

utilizé el Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Ameéricas,

Laboratorio de Quimica de la Universidad Iberoamericana, Laboratorio Clinico y Banco de

Sangre de la UCR vy, ademas, se contd con los servicios del Centro de Investigaciones en
Productos Naturales de la UCR.
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3.8.1 Laboratorio de Quimica de la Universidad Iberoamericana, Centro de Investigaciones
en Productos Naturales de la UCR y Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional

de las Américas

Para la extraccion del aceite esencial, se utilizo el sistema de hidrodestilacion. A partir
de este, se procedio a hacer el analisis del mismo mediante el espectrofotometro IR,
cromatografia de gases acoplado a detector de masas y las pruebas cualitativas.

3.8.2 Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas

En el caso de las pruebas fisicoquimicas, el aceite esencial previamente obtenido, se
sometio a pesaje, medicion de su volumen, se determino la densidad y finalmente se midio

el pH.

3.8.3 Laboratorio Clinico y Banco de Sangre de la UCR; y Laboratorio de Quimica de la

Universidad Internacional de las Américas

Para las evaluaciones antimicdticas, mediante el uso de diferentes cepas, se analizé el
comportamiento del aceite esencial tanto de hojas como de frutos, se midio el halo de
inhibicion para determinar cuél de los dos tenia mayor efecto.

Como aspecto adicional, se desarrolld6 una formulacion farmacéutica a partir del
extracto de aceite esencial con mayor actividad antimicoética, el cual consiste en una
propuesta, sin embargo, a la misma no se le realizo el proceso de evaluar su efecto ante las

pruebas antimicéticas.

3.9 Descripcidn de instrumentos y técnicas
En este apartado se describen las técnicas y los instrumentos necesarios para el

desarrollo de la investigacion, la cual se separa en varias fases.

3.9.1 Fase I. Adquisicidn y conservacion de la materia vegetal

El material, tanto hojas como frutos, fue donado por la organizacion Osa
Conservation ubicada en la Peninsula de Osa de Costa Rica. Este fue enviado mediante el
servicio de mensajeria de Correos de Costa Rica, empacados en bolsas plésticas y estas
envueltas en bolsas negras.
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El material tardo en llegar a San José, aproximadamente de 3 a 4 dias. Una vez
recibido el mismo, de las bolsas plasticas en las que se tenian, se pasaron a bolsas plésticas
nuevas, el material hUmedo se seco con servilletas asegurando que no hubiera presencia de

hongos y se colocaron en refrigeracion.

Figura 1. Arbol Pleodendron costaricense en el que Osa Conservation obtuvo el

material donado

Fuente: Fotografia proporcionada por Osa Conservation via email, 2023.

Figura 2. Frutos del Pleodendron costaricense

Fuente: Fotografia proporcionada por Osa Conservation via email, 2023.
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Figura 3. Empaque del servicio de mensajeria de Correos de Costa Rica

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 4. Empaque en nuevas bolsas plasticas

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 5. Almacenamiento en refrigeracion del material organico

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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3.9.2 Fase II. Extraccion del aceite esencial

La obtencion del aceite esencial se realizé mediante el proceso de hidrodestilacion, el

cual requiere de cierta cristaleria y de reactivos los cuales se pueden apreciar en la tabla 5.

Este método de extraccion consiste en pesar el material organico en una balanza
granataria, para ambas partes de la planta; lo utilizado fue de un valor aproximado de 1 Kg
en el caso de las hojas y 580 g para los frutos, esto para obtener un volumen apropiado para
realizar todas las pruebas requeridas. Se debe colocar en la superficie de la mesa de trabajo,
un soporte universal y una plantilla que favorezca la propagacion del calor, lo que

posteriormente hace que se alcance el punto de ebullicién y permita la extraccion.

Adicional a eso, junto con una pinza de laboratorio se coloc6 sobre la plantilla un
matraz de fondo plano de 1000mL donde se afiadieron 700mL de agua destilada y el material
organico correspondiente. Sobre esto, se agregd el clevenger, unido a su vez a un

condensador, que tiene dos mangueras, una de salida de agua y otra de entrada.

Para los frutos se gradud la temperatura inicialmente a 200 °C y a 190 revoluciones
por minuto, posterior a los 20 minutos se cambio a 400°C y a 850 revoluciones por minuto,
pasado los 10 minutos comenzé a destilar. Esto se tuvo por un periodo de 4 horas y media.
Cada cierto tiempo se debia ir recolectando el agua. Y cuando se detuvo por completo, se
procedio a extraer el aceite esencial en un envase recolector diferente al del agua. Para las
hojas, la hidrodestilacion fue a presion atmosférica, se utilizaron 1000 mL de agua destilada,

el tiempo de destilacion fue de 3 horas y media, con un inicio de destilacion a los 15 minutos.

Este procedimiento se realizo en tres dias diferentes. En el caso de las hojas, el cual
fue el primer material vegetal que se recibio, se intentdé hacer por medio del método de
arrastre por vapor en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las
Ameéricas, sin embargo, al hacerlo por este método se recolectd el agua en conjunto con el
aceite por lo que se debia proceder a separar la fase acuosa de la organica por medio de
decantacion con el reactivo acetato de etilo, posteriormente con el rotavapor evaporar el
hexano y secar por completo con MgSQO4 anhidro. También, para la prueba anterior, se intentd

evaporar el agua sin necesidad de colocar el hexano ni de utilizar el rotavapor.
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El segundo dia que se realiz6 fue por los servicios del Centro de Investigaciones en
Productos Naturales de la UCR, el cual utilizaron la hidrodestilacion. Y para el tercer dia, en

el Laboratorio de Quimica de la Universidad Iberoamericana se realizé por el mismo método.

Figura 6. Hojas utilizadas para el proceso de arrastre con vapor y su disminucion de

tamafio de particula

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 7. Proceso de arrastre con vapor de las hojas elaborado en el Laboratorio de

Quimica de la Universidad Internacional de las Américas
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 8. Temperatura en el que el material empieza a destilar

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 9. Separacion de fases con la incorporacion del hexano

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 10. Uso del Rotavapor

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 11. Proceso de hidrodestilacion de las hojas elaborado por los servicios del

Centro de Investigaciones en Productos Naturales

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 12. Recoleccion del aceite esencial producto de la hidrodestilacion de las hojas
elaborado por los servicios del Centro de Investigaciones en Productos Naturales

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 13. Frutos utilizados para el proceso de arrastre con vapor y su disminucion de

tamafio de particula

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 14. Proceso de hidrodestilacion de los frutos elaborado en el Laboratorio de
Quimica de la Universidad Iberoamericana

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 15. Recoleccidon del aceite esencial producto de la hidrodestilacién de los frutos

elaborado en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Iberoamericana

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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3.9.3 Fase Ill. Pruebas cualitativas de identificacion

Se realizaron tres pruebas, la de triterpenos con el reactivo de Libermann Burchard,
el cual se disolvié una pequefia cantidad de muestra (1,5mg) en cloroformo. La prueba es
positiva con la formacion de colores azul o verde para esteroides y rojo, violeta 0 morado

para triterpenos.

La segunda prueba fue la de sesquiterpenos, en la cual se usoé el reactivo vainillina-
acido sulfurico: se deben de realizar dos disoluciones, el nimero | es de acido sulfurico al
5% en etanol y la disolucion Il, es de vainillina al 1 % en etanol. Se asperjaron los
cromatofolios con la solucion | luego con la 1l se calienta a 110 °C por 5- 10 min.

Y la tercera prueba fue para la deteccion de fenoles y taninos, se utiliza el cloruro
férrico al 12.5% (FeClI3), en el que se agregaron dos a tres gotas de solucion de FeCl3 a las
soluciones de los extractos. La transicion colorimétrica de verde obscuro a azul indigo indico
la presencia de fenoles, mientras que el color azul completo indica que los taninos de la
muestra son hidrolizables. La presencia de taninos condensados en la muestra se confirma

por un color verde obscuro.

3.9.4 Fase IV. Pruebas fisicoquimicas

Para esta seccion se realizo la medicion de la masa, volumen, densidad y pH de cada
uno de los extractos. Para el caso de la masa, sobre una balanza granataria se colocé una
probeta de 5mL, se taro, se vertio el aceite sobre el mismo y se anotd la masa en gramos

brindada por el equipo.

En el caso del volumen, en la misma probeta en la que se peso, se anot6 el dato que
se apreciaba en el recipiente. Y para la densidad, el dato registrado de masa, se dividi6 entre

el del volumen.

Finalmente, para el pH, se utilizaron las tiras de pH para poder determinar mediante
la referencia de colores su valor. De estas tiras, se introdujo una en cada recipiente que

contenia el aceite y posterior a ello, se comparo el resultado con la referencia.
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3.9.5 Fase V. Espectro IR

El espectrofotometro IR lo que permite es identificar ciertos grupos funcionales, por
lo que se realiz6 como método inicial para después comparar los resultados de este analisis
con lo obtenido con el cromatdgrafo de gases acoplado a detector de masas que es mas

especifico si se comparan ambas técnicas.

Para este analisis, se empleo el equipo disponible en el Laboratorio de Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas, el cual es un espectrometro infrarrojo marca

Agilent Technologies, modelo: Cary 630 FTIR.

Para su uso, se puso a funcionar el equipo, se dejo calentar la lampara y se activo el
software llamado “Microlab PC” en la computadora acoplada al equipo. Se introdujo la

contrasefia y el mismo software brind6 cada uno de los pasos que se debian realizar,

Se limpio el porta muestras con acetona pura y con “Kleenex” para no rayar el lente.
El equipo verifica que el portamuestras se encuentra limpio y seguido a esto, indica que se
debe colocar la sustancia a muestrear, lo cual con solo una gota o 50 uL es suficiente. La

maquina realizo el escaneo y en la pantalla se presentd el espectro.

Se analizo el espectro, se compar6 con los metabolitos secundarios que las referencias
bibliograficas indican que son las mayoritarias en la especie y por Ultimo, también se

compardé con lo obtenido en el cromatografo de gases acoplado a detector de masas.

Figura 16. Espectrofotometro Infrarrojo IR disponible en el Laboratorio de Quimica
de la Universidad Internacional de las Américas

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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3.9.6 Fase VI. Cromatografia de gases acoplado a detector de masas

Inicialmente no se contaba con el equipo correspondiente al cromatdgrafo de gases
acoplado a detector de masas, sin embargo, durante el proceso del experimento se consiguio
uno disponible, lo cual fue de gran beneficio ya que se pudo comparar lo obtenido mediante

las pruebas colorimétricas de forma general con el espectro IR y con el espectro del CG.

Para esto, lo que se necesitdé fueron 500 microlitros de cada uno de los aceites
esenciales, tanto de hojas como de frutos, y programar el equipo en ciertas condiciones.
Después de esto, el técnico encargado realizo, con la ayuda de una biblioteca presente en ese
sistema, una comparacion de las moléculas contenidas en el extracto de aceite y de esta

manera, se pudo obtener porcentajes en los que se reflejan los mas similares entre si.

Figura 17. Cromatdgrafo de gases acoplado a detector de masas disponible en el

Laboratorio de Quimica de la Universidad Iberoamericana

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

3.9.7 Fase VII. Evaluaciones antimic6ticas

Estas evaluaciones antimicdticas se realizaron en el Laboratorio Clinico y Banco de
Sangre de la UCR. Fueron brindadas tres cepas distintas, las cuales son ATCC 90028, ATCC
22019 y ATCC 6258, que respectivamente corresponden a Candida albicans, Candida

parapsilosis, Candida krusei.
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El procedimiento del mismo, en los meses de junio y agosto, consistié en replicar las
cepas ATCC para tener un cultivo joven, debido a que para las pruebas de sensibilidad se
hacen de esta manera 'y las ATCC se tenian desde abril en el laboratorio. Fueron replicadas
en dos medios diferentes, un agar normal y uno cromogénico, para diferenciar por color las
cepas que crecen. Se ponen ambos medios en una incubadora a una temperatura aproximada
a 33,7°C-34,0°C.

A las 24 horas se revisaron los medios. En el agar normal habia crecido lo suficiente

para poder montar la prueba de sensibilidad, mientras que en el cromogeénico adn no.

Se prepar6 una suspension al 0,5 McFarland para asegurar la turbidez y concentracion
adecuada mediante el nefelometro. Para poder agregar los discos al aceite y al rayado
previamente se tuvo que esterilizar por medio de luz UV durante 10 minutos. Seguido de esto
se hizo un rayado especifico para la prueba de sensibilidad, se esperé 10-15 minutos para que
la placa se adhiera al rayado, una vez pasado este tiempo se colocaron los discos impregnados
del aceite con pinzas estériles. Se colocaron 4 discos separados entre si por 2 cm, segln
menciona la técnica del laboratorio, en el caso de las hojas y 2 discos para el de los frutos.
Se realizd un control para cada cepa y asi se visualizo si verdaderamente el efecto fue creado
por el extracto de los aceites esenciales. Se colocaron en una incubadora y se hicieron

revisiones a las 24 y 48 horas.

Figura 18. Cepas ATCC 90028, ATCC 22019 y ATCC 6258 brindadas por el
Laboratorio Clinico y Banco de Sangre de la UCR
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 19. Camara de flujo laminar con luz UV tipo Il para esterilizar circulos que

seran impregnados por el aceite, equipo del Laboratorio Clinico y Banco de Sangre de
la UCR

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 20. Nefelometro disponible en el Laboratorio Clinico y Banco de Sangre de la
UCR

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 21. Incubadora utilizada a una temperatura aproximada de 33,7°C-34,0°C
disponible en el Laboratorio Clinico y Banco de Sangre de la UCR

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

3.9.8 Fase VIII. Elaboracién de formulacion farmacéutica

Para la elaboracién de la crema como opcion de una formulacion farmacéutica que
incluya al aceite esencial con mayor actividad antimicética entre el extracto de las hojas y de
los frutos del Pleodendron costaricense, inicialmente se pesaron los materiales: 31,59 de
vaselina sélida, 18g de lanolina, 4,5g de alcohol cetilico, 15g de emulgade, 199 de aceite

mineral, 0,3g de aceite esencial, 90,5g de agua, 1,29 de borato de sodio y 3 gotas de esencia.

Previo al pesaje y a cualquier procedimiento, se limpiaron todos los recipientes y
cristaleria, se secaron y se le coloc6 una etiqueta en la que se identificara facilmente lo que
contenian. Se realizaron dos fases, la fase oleosa y la acuosa. En un beaker de 250mL en
bafio maria sobre una plantilla se colocé vaselina sélida (punto de fusion: 37-54°C), lanolina
(punto de fusion: 38-41°C), aceite mineral (punto de fusion: 40°C), emulgade (punto de
fusién: 50-60°C) alcohol cetilico (49-56°C). Para la fase acuosa, igualmente en un beaker de
250mL se agrego el agua y borato de sodio. En este proceso se esperd que cada uno de los
componentes se disolvieran y después se agregaba el siguiente, no fueron todos al mismo

tiempo.
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En todo momento se tuvo un control de la temperatura con el termémetro en ambas
fases y se tuvo constante agitacion con el mezclador que permite una mejor homogenizacion.
Para el proceso de emulsion cuando ambas fases estaban en la misma temperatura, se vertio
lentamente la fase oleosa sobre la acuosa. Se agregd el aceite esencial y posterior a ello, se
esperd hasta que la formulacion enfriara a temperatura ambiente, se envasé el producto y se

etiqueto.

Figura 22. Mezclador disponible en el Laboratorio de Quimica de la Universidad

Internacional de las Américas

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

3.10 Materiales, equipos y condiciones

Los materiales utilizados en esta investigacion son los necesarios para realizar la
extraccion del aceite esencial, tanto de hojas como de frutos; para la seccion de pruebas

cualitativas y las evaluaciones antimicoticas.
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Tabla 4. Materiales, equipos y condiciones utilizadas en la seccion experimental

Seccion Materiales Equipos Condiciones
experimental
Extraccion del 1 gramo de material Balanza Temperatura >93°C

aceite esencial

orgénico

Vaso de
precipitado/Beaker
1000mL

Matraz de fondo
plano 1 000mL

Clevenger
Condensador
Erlenmeyer 250mL
Beaker 500mL
Embudo
Guantes

Recipiente de

almacenaje
Pipeta Pasteur
Algodén
Aluminio

Soporte universal

Calentadores

Recipiente &mbar de
almacenaje o
envuelto en

aluminio

Tiempo de
extraccion superior

a 3 horas

65



Pinza de laboratorio
Plantilla

Pastilla de agitacion

Pruebas

fisicoquimicas

0,5mL de aceite

esencial
Tiras de pH

Probeta de 5mL

Balanza granataria

Visualizar el pH con
una referencia de
identificacion por

medio de colores

Pruebas cualitativas

1mL de aceite

esencial
Probeta de 10mL
Probeta de 5mL

Gotero
Tubos de ensayo

Gradilla

Mechero Bunsen

Prueba de
sesquiterpenos-
Reactivo Vainillina-
Acido Sulfurico
calentar 110°C por
5-10 minutos

Espectro IR

1 gota de aceite

esencial

Espectrofotémetro

infrarrojo

Limpiar el equipo

antes de utilizar

Agregar el volumen
necesario hasta que
el equipo lea la
muestra

correctamente
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Cromatdgrafo de
gases acoplado a

detector de masas

Inyector

Columna

Horno

Detector de masas

Cromatografo de
gases acoplado a

detector de masas

Inyector: Modo:
Split, temperatura:
270 °C, flujo: 13.9

mL/min

Columna: Flujo: 1.0
mL/min. Tipo:
Agilent HP-5MS
5% fenil metil
siloxano, 30 m x
250 um x 0.25 um
nominal.
Temperatura
méaxima: 325 °C

Horno:
Temperatura: 50 °C.
Luego en rampa.
Detector:
Temperatura fuente:
230 °C.
Temperatura
cuadrupolo: 150 °C.
Modo: SCAN
relativo positivo.
Lectura masas:
Menor: 50 amu /

Mayor: 500 amu

67



Evaluaciones

antimicoticas

Papel filtro

Cepas: ATCC

90028, ATCC

22019y ATCC
6258

Medio cromogénico
CAN2

Placas de agar SDA
Agar RPMI MOPS
Hisopos estériles

Asas bacteriologicas

estériles
Pinzas estériles

Regla

Céamara de flujo
laminar con luz UV

tipo 1l
Nefelémetro

Incubadora

Temperatura de
incubacion
aproximada a
33,7°C-34,0°C

Se realizan lecturas
alas 24 horas y 48

horas

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

3.11 Componentes reactivos

Tabla 5. Reactivos utilizados en la seccion experimental

Seccion experimental

Reactivos

Extraccion del aceite esencial

Agua destilada

MgSO4 anhidro
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Pruebas fisicoquimicas

N/A

Pruebas cualitativas

Cloroformo

Reactivo de Libermann Burchard

Reactivo Vainillina-Acido sulfdrico

Acido sulfirico 5% en etanol

Cloruro férrico 12,5%

Espectro IR

Acetona

Cromatdgrafo de gases acoplado a detector

de masas

N/A

Evaluaciones antimicoticas

Solucidn salina estéril

Fuente: Elaboracién propia, 2023.
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CAPITULO IV. ANALISIS DE LOS RESULTADOS



En este apartado del documento, se pretende presentar la informacion recopilada
durante el desarrollo de la investigacion, con el propdsito de dar respuesta a los objetivos

planteados.
Los objetivos para abarcar en esta investigacion fueron:

Objetivo 1: Realizar la extraccion del aceite esencial de las hojas y frutos del

Pleodendron costaricense por el método de hidrodestilacion.

Para el cumplimiento de este objetivo se llevo a cabo de manera experimental, en el
Laboratorio de Quimica de la Universidad Iberoamericana y mediante los servicios brindados
por el CIPRONA, una hidrodestilacion para poder extraer el aceite esencial de las hojas y de

los frutos de la especie Pleodendron costaricense.

Obijetivo 2: Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto del aceite

esencial de las hojas y frutos del Pleodendron costaricense por medio de pruebas cualitativas.

Con el fin de cubrir dicho objetivo, posterior a obtener el extracto del aceite esencial
de los frutos y las hojas de manera individual, se realizaron de forma experimental pruebas
cualitativas para identificar visualmente los componentes generales que se encontraban en
cada una de la muestra en estudio. Por otra parte, se utiliz6 una gota de aceite, por cada
seccion de la planta, para poder conseguir el espectro IR que permitié identificar grupos
funcionales de los componentes presentes y a la vez, fue fuente de comparacién con lo
obtenido en el cromatdgrafo de gases acoplado a detector de masas y acercarse un poco mas

a la precision de los posibles metabolitos secundarios presentes en los extractos.

Obijetivo 3: Comparar las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de las hojas y

frutos del Pleodendron costaricense.
Para abarcar este objetivo, en el Laboratorio de Quimica de la Universidad
Internacional de las Américas, se realizaron las pruebas experimentales de pH de cada

extracto de aceite esencial, volumen, masa y densidad; de esta manera, poder observar sus
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posibles diferencias en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, las cuales son de suma
relevancia en el desarrollo de una preformulacion que conduce a su vez, a una formulacion

farmacéutica.

Objetivo 4: Evaluar las posibles aplicaciones terapéuticas del extracto de las hojas y de

los frutos mediante pruebas antimicoticas.

El ultimo objetivo se llevo a cabo con el apoyo brindado por el Laboratorio Clinico y
Banco de Sangre de la UCR, en el que se permitié el ingreso para poder realizar de manera
experimental el ensayo in vitro de someter los aceites esenciales puros, tanto de las hojas
como de frutos, a pruebas antimicéticas en medios especificos de sensibilidad, medir su halo
de inhibicién, comparar la actividad desarrollada entre los dos y de esta manera determinar
cudl seccién de la planta se recomienda para realizar futuras extracciones y desarrollar un
producto farmacéutico con base de la misma sustancia activa. Adicional, se realizd una
propuesta a un posible producto con dicha actividad terapéutica, sin embargo, para mostrar
su efectividad se deben hacer distintas pruebas a diferentes concentraciones, lo cual queda

como opcion realizar en futuras investigaciones.
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4.1 Primer objetivo especifico: Realizar la extraccion del aceite esencial de las hojas y
frutos del Pleodendron costaricense por el método de hidrodestilacion.

El anélisis de este objetivo permite describir de forma detallada la adquisicion del
material organico que se utilizd, su transporte y almacenamiento previo a realizar el proceso
de extraccion. Ademas, se mencionaran sobre los métodos recomendados para extraer aceites
esenciales, se identificardn las ventajas, desventajas y usos de cada uno de ellos. Se
expondran los métodos de extraccion utilizados en esta investigacion, el rendimiento tanto
para hojas como frutos, las razones del porqué se escogio la hidrodestilacion, posibles

errores, limitaciones y desafios durante el proceso.

De acuerdo con el material vegetal utilizado, correspondi6é a hojas y frutos de la
especie Pleodendron costaricense brindados por Osa Conservation, la cual es un area que
cubre parcialmente el Pacifico Sur de Costa Rica y forma parte del Sistema Nacional de
Areas de Conservacion. Esta zona geografica se caracteriza por su gran riqueza ecoldgica,
inclusive es considerada una de las mas representativas del pais y a partir de esto, existen
muchos investigadores con interés en ella, por lo que aumenta su valor en investigacion
cientifica. Principalmente, se encuentra protegiendo recursos de la selva tropical himeda,

muy himeda y lluviosal?®.

Al ser Osa Conservation parte del area que cubre el bosque lluvioso en el Sur del
Pacifico del pais, hace que en esta zona geografica la especie Pleodendron costaricense se
desarrolle, inclusive en esta region fue descubierto este arbol, el cual es la Gnica especie de
la familia Canellaceae de América Central'®. Respecto a la historia de su descubrimiento,
fue en agosto del 1998 cuando uno de los arboles de la zona present6 frutos con muchas
semillas pequefias de color negro; seguidamente, se tomo para poder examinar, diseccionar
y analizar el olor de los especimenes, algunos de los botanicos encargados, que pertenecian
al Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio), apreciaron una similitud del olor de las frutas

y semillas con especies de la familia Myristicaceae®.

Previo a la presente investigacion, en el 2022 se habia trabajado con Osa Conservation
para un proyecto externo denominado ‘“Preformulacion tedrica de un producto natural

antifungico a partir de extractos obtenidos de las hojas del arbol Pleodendron costaricense”.
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La misma, se trabajo en la seccion experimental con la Universidad Nacional de Costa Rica,
en ese caso, se pidio el material vegetal, en el que las hojas fueron enviadas desde la Peninsula
de Osa por medio del sistema de mensajeria de Correos de Costa Rica®. Al realizar la
extraccion, si se observo que en el proceso se estaba recolectando el aceite esencial, por lo
que el medio de transporte y su conservacion no tuvo afectacion significativa sobre ella; por

tanto, para este proyecto nuevo, se realiz6 de la misma manera.

Para esta investigacion, en el caso de las hojas, fueron enviadas desde la Peninsula de
Osa el 03 de abril y llegaron a San Jose el 06 de abril del 2023. Y para el caso de los frutos,
el trayecto fue del 04 de agosto al 08 de agosto del 2023, esta primera recoleccion fue el 07
de julio. Adicional a estas fechas, el 09 de agosto del 2023 se hizo entrega personal con una
persona miembro de Osa Conservation de otra muestra de frutos que fueron recolectados 08
de agosto del 2023. Lo anterior debido a que la temporada de los mismos es a finales de julio
y agosto®. El sistema de envios fue el mismo y fueron empacados en bolsas plasticas las

cuales a la vez, estaban envueltas en bolsas negras (ver figura 3).

Una vez llegado a San José el material organico, para ambos casos, se cambiaron las
bolsas plasticas que lo contenia, se reviso individualmente cada hoja y fruto para verificar
que ninguno tuviera algun tipo de hongo debido a la humedad y al tiempo transcurrido de
viaje, se pasaron a nuevas bolsas plasticas y finalmente se colocaron en refrigeracion hasta

ser utilizados para su procesamiento (ver figura 4 y 5).

La forma adecuada de realizar el proceso de adquisicidn y transporte, debe hacerse
inicialmente con una recoleccién del material vegetal que no esté dafiado, para que de esta
manera no se contamine el resto; seguidamente, se debe almacenar para su transporte en
recipientes limpios y secos, por lo general, lo mas recomendado es utilizar recipientes de
vidrio, acero inoxidable o plastico de alta calidad que no permita contaminacion externa, no
se deben utilizar recipientes de metal debido a que los aceites esenciales o componentes
presentes en las partes de las plantas puede que reaccionen entre si causando en la extraccion

posterior pérdidas o metabolitos dafiados*?’.

En algunas ocasiones se recomienda secar el material antes de almacenar. Se debe
almacenar una vez llegado al lugar de tal manera que se controle la humedad y la temperatura,
puede ser un lugar fresco y se recomienda que sean principalmente oscuros por si hay
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componentes fotosensibles. Ademés, menciona que se debe procesar el material lo més antes
posible para evitar la pérdida de calidad, sin embargo, si debe hacerse de forma prolongada,

entonces se puede congelar el material*?’.

En el caso de las hojas, fueron entregadas a San Jose el 06 de abril del 2023, mismo
dia que se empacaron y almacenaron en refrigeracion a 3°C. Sin embargo, debido a
limitaciones en cuanto a equipo, se tuvo que procesar el material hasta el 08 de junio del
2023. A lo largo de todo ese periodo se mantuvo en refrigeracion, lo cual evitd que se
generaran hongos o bacterias en las mismas, que no se perdiera toda la calidad del material
y su conservacién en general, ya que cuando se procesdé mantenian su color verde brillante,

sin aspectos visuales que indicaran oxidaciones ni dafos.

De acuerdo a lo anterior, se considera que, a pesar de que el medio de transporte de
mensajeria de Correos de Costa Rica no es el mas adecuado, ya que no se tiene un control
especifico en cuanto a la temperatura y humedad, si se enviaron en el material correcto el
cual corresponde a pléstico, las bolsas estaban protegidas ademas de otra secundaria que era
negra, de tal manera protegia de la luz e inmediatamente llegaron a su destino, se revisaron

y fueron colocadas en un nuevo empaque y en enfriamiento.

Se determindé realizar el proceso de hidrodestilacion debido a diversos factores y
pruebas realizadas con anticipacion, que seran explicadas a continuacion. Los métodos mas
recomendados para poder realizar los procesos de extraccion de aceites esenciales,

corresponden al arrastre por vapor, hidrodestilacion y la mixta entre ellos dos*?8,
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Tabla 6. Comparacion de los métodos recomendados para extracciones de aceites

esenciales

Meétodos recomendados

Uso

Funcionamiento

Hidrodestilacion

Extraccién de aceites

esenciales.

Adecuada para
materiales vegetales
que son sensibles al

calor y al agua.

Material vegetal fresco
0 con alto contenido de

agua.

El material vegetal esta en

contacto directo con el agua.

El vapor de agua arrastra los
compuestos que son
mayormente volatiles, pasa
por un condensador, Se recoge
la fase liquida (aceite y agua),
caen en un recipiente
recolector donde por
densidades se separa el agua

del aceite.

Para su separacioén por lo
general se usa un Clevenger
que permite su aislamiento por
densidades. Al igual que en el
caso de la trampa Dean-Stark
y si es sin llave, se puede

hacer con pipeta Pasteur.

Arrastre por vapor

Extraccién de aceites

esenciales.

Principalmente

material vegetal seco.

Eficiente para

preservar compuestos

El material vegetal no esté en

contacto directo con el agua.

El material vegetal se coloca
en un embudo de tres bocas o
en una camara de destilacion,

el vapor de agua es generado
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volatiles sensibles al

calor.

externamente e inyectado
donde se encuentra el
material. Los compuestos
volatiles se vaporizan y por
medio del vapor de agua se
arrastran los aceites
esenciales. Pasan por un
condensador dando como
resultado la fase liquida que se

recolecta en un envase aparte.

Por lo general se requiere de
separacion por medio de

decantacion y rotavapor.

Mixta

Extraccion de aceites

esenciales.

Para material vegetal
dificil de destilar solo
por hidrodestilacion o

arrastre por vapor.

Eficiente para material
vegetal con contenido
de agua intermedio.

Consiste en una combinacion
del método de hidrodestilacién
y la de arrastre por vapor. Se
utiliza un lecho himedo, en
esta zona es donde se coloca el
material vegetal. Este se debe
calentar, haciendo a su vez,
que dentro se genere el vapor
de agua, donde los
componentes volatiles se
arrastran con el vapor de agua
y luego se recolectan y se
separan de manera similar al

de arrastre por vapor.

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia®?,
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De acuerdo con la tabla 6, para una escogencia entre los tres métodos recomendados
para la extraccion de aceites esenciales depende del tipo de material vegetal que se tenga, su
contenido de agua, la composicién quimica, la disponibilidad de los materiales y cristaleria
o las propiedades de la extraccion deseada. Entre las diferencias mas marcadas, sobresale que
el arrastre por vapor es la técnica méas utilizada; en comparacion con el método de
hidrodestilacion, el vapor de agua necesario es generado externamente e ingresa en el matraz
donde se encuentra el material vegetal, a través de un tubo que llega hasta el fondo del mismo.
De este modo, el vapor se distribuye uniformemente a través de toda la materia prima,

arrastrando los aceites esenciales que posteriormente son condensados y separados'?.

El método de Soxhlet es uno de los mas utilizados para hacer extracciones,
principalmente de compuestos organicos que no tienden a hacer volatiles y las muestras
principalmente son sélidas. Se utiliza para extraccion de lipidos, analisis de pesticidas,
extraccion de aceites esenciales no volatiles de materiales vegetales o también para una
separacion de componentes especificos. No se recomienda para aceites esenciales volatiles
porque es una técnica de laboratorio que utiliza temperaturas elevadas que pueden llegar a
degradar a los metabolitos secundarios que son sensibles al calor, ademas, se suelen utilizar
solventes para la extraccion, que en comparacion a la hidrodestilacion y arrastre por vapor
que por lo general es agua o solventes, se consideran seguros y mas limpios en cuanto a

calidad del producto final y de la salud*?%*3,

Adicional a lo anterior, aparte de que en esta investigacion se queria utilizar
procedimientos mas recomendados, se eligio el método de arrastre en corriente de vapor,
porque, a diferencia del método que emplea el equipo soxhlet, no se extrae una importante
cantidad de compuestos no deseados tales como grasas o ceras. Esto lo que permite es que se

hagan extracciones que tienen menos impurezas o contaminacion en general'?®,

Se inici6 con el método de arrastre por vapor y no con la hidrodestilacion, debido a
la disponibilidad de equipo en el laboratorio. Sin embargo, el articulo base de esta
investigacion que corresponde al de Treyvaud et al.®, utilizaron el método de hidrodestilacion
para hacer sus experimentaciones. Ellos, en cuanto a su metodologia, sumergieron 100
gramos de hojas y corteza del P. costaricense en 500 mL de agua destilada, hicieron el

proceso por 30 minutos. Realizaron extracciones en las que dos veces tomaron la fase acuosa
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con 1 mL de hexano y el agua residual se elimino de la fase de hexano con 0,5 mg de MgSO4
anhidro. El destilado se filtro antes del analisis por cromatografia de gases.

Para los dias 03, 04 y 05 de mayo del 2023, se realizaron extracciones por medio de
arrastre por vapor en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las
Américas, para el mismo se utilizaron las hojas como material orgéanico, fueron cortadas sin
ninguna especificacion para que de esta manera se disminuyera su tamafio y asi, poder
aumentar la superficie de contacto, favoreciendo que el vapor de agua tenga mas interaccion
con el material y facilitando la transferencia de los compuestos volatiles de las células
vegetales al vapor, acelerando a su vez, el proceso de extraccion, aumentando la eficiencia
por uso de menos energia requerida y mejorando la calidad del producto final en cuanto a
una concentracion mayor de componentes volatiles y de aromas o sabores mas intensos (ver
figura 6)13.

Para realizar el proceso de arrastre por vapor, se debe colocar el material vegetal en
un balon de tres bocas y la cantidad de agua que esté en contacto con el mismo es minima,
ya que el agua se coloca en un balén de fondo plano externo (ver figura 7). Las condiciones
utilizadas fueron de una temperatura de 450°C reportada en la plantilla y el termémetro
colocado en el sistema marcaba un punto de ebullicion de 93°C. Una vez realizadas las
extracciones, mediante este método, se recolectd en un envase el agua en conjunto con el
aceite esencial, por lo que se debia hacer su separacion, por medio de la técnica de
decantacion (ver figura 9). Para esto, se utiliz6 acetato de etilo para separar la fase organica
de la fase acuosa, al ser la densidad del agua (997 Kg/m?®) superior a la del acetato de etilo

(902 Kg/md), la fase que contenia el aceite esencial correspondia a la de arriba.

Se escogio como solvente organico el acetato de etilo, debido a que tiene un punto de
ebullicién de 77,1°C, lo cual es menor al reportado en el termometro del aceite esencial,
ademas porqgue es inmiscible en el agua lo que facilita la separacion de las fases, es volatil,
es seguro de manejar y ademas, no es un solvente que interaccione con el vidrio®*2, Sin
embargo, también se pudieron haber utilizado otros solventes organicos, pero, por razones
de tiempo, cantidad de muestra y por lo ocurrido con la primera prueba de arrastre de vapor,

no se usaron en una segunda prueba; estos son: éter etilico (punto de ebullicion: 35°C),
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hexano (punto de ebullicion: 69°C), cloroformo (punto de ebullicion: 61°C), benceno (punto

de ebullicién: 80°C), entre otros.

Durante el proceso una de las observaciones, las cuales son de interés, es que, en el
momento de realizar las extracciones por medio de arrastre por vapor, se desprende en el
proceso un olor a clavo de olor. Ademas, se utiliz6 papel aluminio alrededor del sistema para
evitar la diseminacion del calor ya que este es un material que permite la conductividad y
favorece la concentracion del calor facilitando a su vez, una mayor eficacia y eficiencia en el

proceso (ver figura 23)!33,

Figura 23. Uso del papel aluminio en el sistema del arrastre por vapor del

Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Tabla 7. Condiciones y resultados obtenidos con el método de arrastre por

vapor
Dial Dia 2 Dia 3
03 de mayo del 04 de mayo del 05 de mayo del
2023 2023 2023
Peso de hojas 42,4737 gramos 42,3622 gramos 42,6305 gramos
fraccionadas
Baldn con agua 300mL 300mL 300mL
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Balon de tres bocas 100mL 100mL 100mL
con material vegetal
Peso de lo obtenido 29,7830g 47,3392¢g 27,8933g
(extracto+agua)
Temperatura de 93°C 93°C 93°C
ebullicion
Temperatura de 250°C 450°C 450°C
plantilla inicial
Temperatura de 450°C 450°C 450°C

plantilla final

Posibles errores

Posibles fugas,
calor muy
diseminado,
temperatura baja en

ambos balones

Poca cantidad de
agua en el balon de
tres bocas con el

paso del tiempo

El condensador no
estaba lo

suficientemente frio

Cambios N/A Se colocd la Se coloco la
implementados temperatura inicial | temperatura inicial
de 450°C, se de 450°C, se
envolvio el balén envolvio el balén
con papel aluminio, | con papel aluminio,
se implemento el se implemento el
uso de parafina en uso de parafina en
los posibles lugares | los posibles lugares
de fuga de fuga, revision
constante del agua
en los dos balones
Tiempo de inicio de A las 3 horas A la hora A los 45 minutos
destilacion
Tiempo del sistema 7 horas 7 horas 4 horas

en funcionamiento

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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En la tabla 7 se aprecian las condiciones y resultados obtenidos en el proceso de
destilaciéon por medio del método de arrastre por vapor. Se pes6 una cantidad aproximada a
los 42 gramos para cada uno de los dias de extraccion, sin ninguna especificidad debido a
que se estaban realizando pruebas. EI material organico total enviado por Osa Conservation
corresponde a 1,5 Kg aproximadamente. Se afiadié para los tres dias la misma cantidad de
volumen a los balones, tanto al de la fuente de vapor como al del material vegetal. El peso
de lo obtenido en los tres dias, se aprecia que el de mayor cantidad fue el del segundo dia en
el que se habian aplicado la mayor cantidad de cambios propuestos a partir de los fallos del
dia 1.

El dia 1 pudo tener menos cantidad de volumen recolectado debido a las diferentes
fallas que se tuvieron, asi como posibles fugas, calor muy diseminado debido a que no se
estaba utilizando el aluminio, temperatura baja en ambos balones, lo que hacia el proceso
mas lento, por lo que se aprecia que ese dia para comenzar a destilar se tardaron 3 horas. En
el dia 2, al corregir esto, la destilacion comenzo a la hora y en el caso del dia 3, la cantidad
de volumen obtenida pudo deberse a que las horas en las que estuvo el sistema fue menor, ya

que solo estuvo por 4 horas, mientras que los otros dos dias fueron de 7 horas.

En el dia 3, mientras el sistema estaba en funcionamiento se estaban realizando las
pruebas de decantacion y uso del rotavapor. Ademas, con el paso del tiempo el condensador
no estaba lo suficientemente frio lo que hace mas lento el sistemay que el mismo no funcione

de la manera adecuada, esa es otra de las posibles razones del porqué se recolecté menos.

Como se menciono, en el dia 3 se pretendia realizar la separacién y recoleccion de la
fase orgénica, para lo cual se debia utilizar el rotavapor (ver figura 10). Se utiliza este equipo
para poder evaporar el solvente, en este caso acetato de etilo, que se afiadio, para esto se
identificd su punto de ebullicién, el cual corresponde a 77,1°C. Se colocé a una temperatura
de 80°C y a 40 revoluciones por minuto, segun lo recomendado por el técnico presente en el
Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas. Sin embargo, al
someter el aceite a este proceso, en cuestion de 10 minutos se observo que el aceite esencial

se habia evaporado por completo junto con el acetato de etilo.

Para el ultimo dia de extraccion, se intentd como prueba adicional, separar el agua del

aceite no por el proceso de decantacidn, sino que por medio de evaporacion (ver figura 24).
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Antes de iniciar la prueba, se podia apreciar en el fondo del beaker de recoleccion, las gotas
de aceite presentes en combinacién con el agua (ver figura 25). Al someterlo en bafio Maria
a una temperatura registrada en la plantilla de 80°C y con termometro para ir controlando la
misma, sucedio lo mismo que en el rotavapor, en cuestion de minutos se evaporo el aceite y

no se observaron mas las gotas en la parte inferior.

Esto se pudo deber a tres razones, el agua al tener el punto de ebullicion de 100°C y
el aceite, segun el termometro utilizado en el método de arrastre por vapor, ebulle a los 93°C
no se puede eliminar el agua por este método sin antes eliminar el aceite. La segunda posible
razén, es que al aumentar la temperatura puede que el aceite se solubilice con el agua como
sucedio en la Universidad Nacional, lo cual se explicara mas adelante. Y la tercera posible
razén, que de acuerdo a lo que sucedi6 con el rotavapor puede ser la razén mas posible, es
que se considerd que se estaba frente un aceite ligero, es decir a uno muy volétil, debido que
a las dos pruebas sometidas el aceite se evapord por completo en cuestion de minutos.

Figura 24. Prueba de evaporacién del agua y separarlo del aceite

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 25. Gotas de aceite observadas en el beaker de recoleccion

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

En el proyecto mencionado anteriormente, el cual se realizd en conjunto con la

Universidad Nacional de Costa Rica, se habia realizado el proceso de extraccion del aceite

por medio de una hidrodestilacion, lo cual se considera dentro de los métodos recomendados,

por lo que era aceptable. Sin embargo, para este método se suele utilizar un Clevenger (ver

figura 26), un destilador Dean-Stark o un destilador Dean-Stark sin Ilave, en el caso de la

UNA el equipo disponible en ese momento era el Dean-Stark sin llave (ver figura 27).

Tabla 8. Diferencias de uso del Clevenger, destilador Dean-Stark y destilador

Dean-Stark sin llave

Clevenger

Dean-Stark

Dean-Stark sin

llave

Principio de

funcionamiento

Destilacion simple
con arrastre por
vapor o

hidrodestilacion

Extraccion por
arrastre con vapor
con separacion de

fases liquidas

Extraccién por
arrastre con vapor
sin separacion de
fases liquidas, se

debe hacer la
separacion por otros
métodos

Utilidad principal

Aislar aceites
esenciales y

compuestos volatiles

Extraccion de agua

y compuestos

Extraccion de agua
y compuestos
volatiles, cuando la
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volatiles de una

separacion de fases

muestra no es necesaria
Aplicaciones Industria de Analisis de Extraccion de
comunes fragancias, aceites contenido de agua compuestos

esenciales,

aromaterapia

en muestras o

extraccion de

organicos, analisis

quimicos y

compuestos extraccion de
organicos aceites
Separacion de fases Permite una Permite una No permite una

separacion de fases

separacion de fases

separacion de fases

Tiempo de proceso

Mas rapido

Mas rapido

Intermedio, sin

separacion de fases

Tipo de muestra

Aceites esenciales

Muestras que
requieren
separacion de agua
y compuestos

organicos

Muestras que
necesiten ser
extraidas sin

separacion del agua

Manejo de muestras

sensibles al agua

No se recomienda

Adecuado

Adecuado

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia®**1%,

A partir de lo encontrado para la elaboracion de la tabla 8, se determind que la mejor
opcidn gue se adecuaba al trabajo de investigacion, era el Clevenger o el Dean Stark con
Ilave. Esto debido a que se descartd el Dean-Stark sin llave porque no permite separaciones,
mientras que los otros dos son utilizados para separar el agua de componentes volatiles por

la llave que tienen en su disefio.
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Figura 26. Clevenger

.- clevenger

waler -f———
water ——————J-

Essential oil <« - - m»
water - - - -

steam containing
essential oil

Mixwre of ...
sample and water

- - -- Heating mantle

Fuente: imagen tomada de Phenolic Profile, antioxidant and enzyme inhibition

properties of the Chilean endemic plant Ovidia pillopillo y Meissner (Thymelaeaceae)®.

Figura 27. Equipo utilizado en el Laboratorio de Investigacion en Biorefineria

de la Escuela de Quimica de la Universidad Nacional de Costa Rica

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

En el caso del proyecto realizado en conjunto con la UNA, si se observé la recoleccion
del aceite en la trampa Dean-Stark sin llave, sin embargo, la extraccion del aceite de la
especie P. costaricense fall6 debido a que la temperatura de la columna de recoleccion
aumento y esto hizo que el aceite se calentara a cierto nivel que llevé a la solubilizacién de

este con el agua. Por esta razén, como equipo se tomo la decision de realizar una destilacion
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simple y también, utilizar otro tipo de solventes para obtener un mejor rendimiento en la
extraccion del aceite, lo cual fue beneficioso. Al concluir esa investigacion no se logro en su

momento analizar la extraccion del aceite debido a factores externos®.

A partir de lo mencionado, al no funcionar la primera prueba con el arrastre por vapor
para la presente investigacion, ya que se considerd un aceite ligero muy volétil, se tomo la
decision de hacer una hidrodestilacion. Una de las limitantes y desafios que se tuvo en el
proceso, fue que el equipo y cristaleria requerida para su elaboracion no se tenia a
disposicion, por esa razén se alargo el proceso de almacenamiento de las hojas, pero siempre

sometidas a refrigeracion.

En el proceso de busqueda de lugares en el que se pudieran hacer colaboraciones para
poder llevar a cabo el experimento, muchos laboratorios indicaron que no realizaban el
proceso, por lo que no contaban con el equipo necesario; y, por otro lado, se negaban ante la
solicitud. Por lo que, por dltima instancia, se contactd al CIPRONA, el cual brinda servicios
de paga en la que realizan estos métodos.

Para el dia 08 de junio del 2023, se llevé el material vegetal al CIPRONA para que
este fuera procesado el 12 de junio del 2023. La extraccion se hizo por medio de una

hidrodestilacion, se recolect6 2,5 mL de 1 Kg de material procesado (ver figura 11y 12).
Para determinar el porcentaje de rendimiento obtenido:

) o Aceite obtenido (Kg)
Porcentaje de rendimiento = - - x 100
Materia prima vegetal (Kg)

0,0015775 Kg
1Kg

Porcentaje de rendimiento =

Porcentaje de rendimiento = 0,15775%
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Tabla 9. Datos y resultados obtenidos a partir del extracto de aceite esencial de
las hojas del P. costaricense realizado en el Centro de Investigaciones en Productos
Naturales en la UCR

Condiciones y variables medidas Datos
Material vegetal Pleodendron costaricense
Parte del arbol utilizado Hojas
Estado de la parte del arbol utilizada Frescas en refrigeracion
Cantidad procesada 1 Kg
Temperatura utilizada 500 °C
Volumen utilizado 1 000 mL
Tiempo de destilacion 3 horas y media
Tiempo de inicio de destilacién 15 minutos
Cantidad de aceite esencial recolectado 2,5
(mL)
Cantidad de aceite esencial recolectado (g) 1,5775
Porcentaje de rendimiento (%) 0,15775

Fuente: Elaboracion propia, con informacion brindada por parte del CIPRONA via
email, 2023.

En la tabla 9, se aprecian los resultados obtenidos en la primera extraccion que
corresponde al de las hojas. En este caso, se obtuvo un porcentaje de rendimiento de
0,15775%, tomando en cuenta que se utilizaron 1 Kg de hojas en estado fresco y en
refrigeracion; y se obtuvo una cantidad de 2,5 mL, que al pesarlo se reporté una masa de
1,5775 gramos o 0,0015775 Kg.

Por lo general, en el caso de los aceites esenciales no se obtiene siempre la misma
cantidad de aceite esencial, eso puede variar significativamente debido a diversos factores,
asi como el tipo de material vegetal y su calidad, el método de extraccion, entre otros. Entre
una especie y otra, se pueden obtener distintas cantidades de volumen o masa de los aceites

esenciales.
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Una de las posibles razones del porqué se obtuvo poca cantidad en el caso del P.
costaricense con las hojas, puede deberse mas que todo por el tiempo de conservacion del
material vegetal, lo que pudo disminuir en gran parte su calidad. Al tenerlo en refrigeracion
aproximadamente por 2 meses, hace que, si bien se mantiene visualmente intacta, puede que
internamente se vayan perdiendo propiedades y componentes con el paso del tiempo.
Ademas que, su porcentaje de rendimiento puede disminuir si se compara con una muestra
que se procesa seguido a su recoleccion. Se considera que se obtuvo lo esperado en cuanto
al volumen recolectado y lo necesario para poder desarrollar las pruebas correspondientes al
cumplimiento de los objetivos propuestos en la investigacién, ya que, en algunos casos, se
puede recolectar ImL o inclusive 1 gota, lo que hubiera imposibilitado el desarrollo del

trabajo.

El aceite esencial se debe recolectar en un envase &mbar principalmente, sin embargo,
si no se tiene a disposicién, se puede utilizar papel aluminio para cubrir y proteger los
componentes del extracto, ya que alguno de ellos podria ser fotosensibles o sufrir

degradaciones con la luz*®’,

Una vez obtenido el aceite esencial, se procedio a realizar las pruebas antimicoticas
en la cual para el caso de las hojas se utilizd 1 mL de aceite esencial y 0,5mL para las pruebas
fisicoquimicas, obtencion del espectro IR y cromatdgrafo de gases, lo cual serd explicado en

los apartados siguientes.

Para llevar a cabo la extraccion de los frutos, se tuvo que esperar a agosto, por lo
mencionado de que solo en estas fechas se pueden recolectar. Para este caso, se tuvo el
contacto de Douglas José Oviedo Cerdas, quien brind6 la ayuda para poder realizar la
extraccion en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Iberoamericana, lo cual fue

beneficiosos para poder visualizar mejor el proceso y disminucién de costos.

El 12 de agosto del 2023, se realizo el procesamiento del material vegetal. Para esto,
se inicié disminuyendo el tamafio de particula de los frutos (ver figura 13). Una vez realizado
esto, se inicio con el proceso de hidrodestilacion con las condiciones establecidas en la tabla
11.
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Para determinar su porcentaje de rendimiento, tomando en cuenta que se recolectd
1,5 mL, lo cual corresponde a 1,1763 gramos y el material vegetal utilizado fue de 580
gramos:
Aceite obtenido (Kg)

p taie d dimiento = x 100
oreentaje ge renatmiento Materia prima vegetal (Kg)

) o 0,0011763 Kg
Porcentaje de rendimiento = X 100
0,58Kg

Porcentaje de rendimiento = 0,2028%

Tabla 10. Datos y resultados obtenidos a partir del extracto de aceite esencial
de los frutos del P. costaricense realizado en el Laboratorio de Quimica de la

Universidad Iberoamericana

Condiciones y variables medidas Datos
Material vegetal Pleodendron costaricense
Parte del arbol utilizado Frutos
Estado de la parte del arbol utilizada Frescos en refrigeracion
Cantidad procesada 5809
Temperatura utilizada 400 °C
VVolumen utilizado 700 mL
Tiempo de destilacion 4 horas y media
Tiempo de inicio de destilacion 30 minutos
Cantidad de aceite esencial recolectado 1,5
(mL)

Cantidad de aceite esencial recolectado (g) 1,1763
Porcentaje de rendimiento (%) 0,2028

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

En la tabla 10 se aprecian las condiciones y variables medidas en el proceso de
extraccion del aceite esencial de los frutos del P. costaricense. Se utilizo, al igual que con las

hojas, el metodo de hidrodestilacion, en el que se sometio a una temperatura de 400°C para
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los dos sistemas colocados y ambos con papel aluminio para concentrar mas el calor y evitar
su diseminacion (ver figura 14 y 28). Se pusieron dos sistemas para acelerar el proceso y a la
vez, diferenciar la velocidad de destilacion del balon 1, el cual contenia los frutos
recolectados con mas tiempo; y el balon 2, con los mas maduros. En esta prueba inespecifica
y solo observacional, se pudo identificar que los maduros permitian una recoleccion mas
acelerada y abundante en comparacion con los del balén 1. Lo anterior, puede deberse a lo
mencionado de que a menos tiempo de almacenamiento y mas rapido es su procesamiento
seguido a su recoleccion, mayor calidad y eficacia. Finalmente, lo recolectado en ambos

sistemas se mezclo.

Figura 28. Uso del papel aluminio en el sistema de hidrodestilacion del Laboratorio de

Quimica de la Universidad Iberoamericana

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

En este caso se utilizaron frutos frescos en refrigeracion, una parte de ellos se habia
recolectado un mes antes y otros unos dias antes de ser procesado, por tanto, al igual que las
hojas, su calidad pudo verse afectada. Ademas, los recolectados en julio fueron enviados en
agosto abiertos, ya que los de Osa Conservation debian dejarse las semillas para poder
replicar la reproduccion de esta especie (ver figura 29). Al estar manipulados por tanto tiempo
y ademas, no tener las condiciones de almacenamiento en el proceso de transporte, pudieron

existir pérdidas significativas.
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Figura 29. Semillas del P. costaricense

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

Al realizar una comparacion de lo obtenido por parte de las hojas y de los frutos,
ambos tuvieron porcentajes de rendimiento bajo, que ademas de la posibilidad de su
disminucion en la cantidad de aceite por pérdida de calidad al tener periodos prolongados de
almacenamiento, también pudo deberse al tamafio de la muestra. La cantidad de la materia
vegetal influye directamente en lo obtenido, al tener una mayor proporcién de hojas o de
frutos puede aumentarse, a su vez, la cantidad de aceite’®®. Si bien es cierto, ademas del
tamano, se deberia prolongar, por lo tanto, el tiempo de destilacion, para asegurar que todo
el aceite se extraiga. En este caso, se hubiera deseado utilizar la misma cantidad de hojas y
de frutos para poder comparar su porcentaje de rendimiento de acuerdo a las mismas
especificaciones. Sin embargo, el material total donado por Osa Conservation fue el

destinado en el procesamiento.

A pesar de utilizar diferentes equipos de laboratorios, se puede apreciar en la tabla 9
y 10, que el aceite obtenido en mililitros por parte de las hojas fue de 2,5 mL y de los frutos,
de 1,5 mL, lo cual corresponde a la mitad. El tamafio de muestra se identifica que
efectivamente tiene un impacto significativo en el proceso de recoleccion del extracto, ya
que para las hojas se utilizo 1 Kg de material y para los frutos la mitad aproximadamente,
580 gramos, por lo que se puede evidenciar que al utilizar el doble de materia prima se obtuvo

el doble de volumen de aceite esencial.

El tiempo de destilacion para las hojas fue de 3 horas, mientras que el de los frutos
fue de 4 horas y media. Lo anterior, pudo deberse a que el equipo utilizado por la UCR tiene

una capacidad aun mayor, también por eso se utiliz6 1 Kg de material. Ademas, al tener un
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equipo més grande hace que la eficiencia de extraccion aumente, ya que permite procesar
méas cantidad de materia prima, controlar la temperatura, reducir el tiempo total de

procesamiento, entre otros'®,

Cabe destacar que los frutos que fueron enviados por Osa Conservation que estaban
abiertos, tenian un olor no tan agradable por lo que se colocaron en refrigeracion para cumplir
los lineamientos de conservacion y cuando fueron retirados para ser procesados, se mejord
su olor. Sin embargo, eso pudo también significar que, si fisicamente desprendia una

caracteristica de baja calidad, entonces en su interior también pudo haber sido afectado.

Tabla 11. Comparaciéon de la técnica de arrastre con vapor y la hidrodestilacion en el

proceso de extraccion del aceite esencial del P. costaricense

Métodos de extraccion y Arrastre por vapor Hidrodestilacion
condiciones
Tiempo de inicio de Inclusive horas Minutos

destilacién por sistema

Dias de recoleccién Tres Uno

Separacion de fases Dificultosa por uso de Por medio del Clevenger y
decantacion y rotavapor su llave se separo6 el agua
del aceite por densidades

Rendimiento de extraccion No se pudo determinar Se pudo determinar

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

En latabla 11, se realizé una comparacion entre los métodos de extraccidn de aceites
esenciales utilizados durante el proceso de investigacion, en el que se determino que el mejor
método para este aceite esencial del P. costarricense, el cual se considera ligero, es la
hidrodestilacion. Esto porque es mas rapida en comenzar el proceso, posiblemente porque el
agua esta en contacto directo con el material vegetal, mientras que, en el arrastre por vapor,

el agua se encuentra en otro recipiente externo por lo que debe pasar por un proceso adicional
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para que el vapor llegue hasta la muestra. Ademas, se realiz0, en este caso, la extraccion por
el método de arrastre por vapor por tres dias para recolectar lo minimo necesario para las
pruebas totales, sin embargo, para la hidrodestilacion en cuestion de un dia se obtuvo lo
requerido. Y también, como se ha descrito, la separacion de fases del método final

seleccionado fue més sencilla y en este si se pudo determinar el rendimiento.

Cabe destacar que para cualquier método que se decida utilizar cuando se esten
haciendo extracciones de este tipo, es importante utilizar después de la separacion del agua,
un secante para que, de esta manera, se asegure que se esté en presencia de solo el aceite y
no haya interferencias ni sefiales alternas en el proceso de realizar el espectro IR o del
cromatdgrafo de gases'®. En este caso, el utilizado fue el Sulfato de Magnesio Anhidro (ver
figura 30). E igualmente, se utilizd un envase adecuado para almacenar y trasladar el aceite

esencial de los frutos (ver figura 31).

Figura 30. Sulfato de magnesio anhidro utilizado para secar la muestra

20/11/2015

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 31. Recipiente de almacenamiento del aceite esencial de las hojas del
P.costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

4.2 Segundo objetivo especifico: Identificar los posibles metabolitos secundarios
presentes en el extracto del aceite esencial de las hojas y frutos del Pleodendron
costaricense por medio de pruebas cualitativas, uso del espectrofotobmetro IR vy
cromatografia de gases acoplada a detector de masas.

En este apartado, que corresponde al desarrollo del segundo objetivo planteado en la
investigacion, se detallaran los resultados obtenidos de los posibles metabolitos secundarios
presentes, tanto en el extracto de aceite esencial de las hojas como de los frutos del
P.costaricense. Esto se llevé a cabo mediante pruebas cualitativas, uso del espectrofotdmetro
IR para identificar grupos funcionales y el cromatdgrafo de gases acoplado a detector de
masas para una precision mayor, sin embargo, cabe recalcar que todo esto se hizo de manera

cualitativa debido al equipo disponible.

La composicion quimica conocida de la especie P.costaricense corresponde a alfa-
pineno, beta-pineno, beta-mirceno, beta-tujeno y beta cariofileno como los mayores
constituyentes, sin embargo se tuvo una proporcién minima de linalool. Treyvaud et al.’
hicieron un andlisis por cromatografia de gases del aceite esencial de la corteza y las hojas

del arbol en estudio. También, realizaron un analisis fitoquimico en el que, al aislar partes
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del delta-tocotrienol, beta-sitosterol, pudieron identificar el cinnamodial, cinnamosmolida,
polygodial y el mukaadial. Adicional a estas, dos sustancias nuevas que corresponden a los
sesquiterpenos, los cuales son: parritadial y pleodendione®. En la tabla 12 se puede apreciar
la diferencia de metabolitos identificados en cada proceso y su clasificacion. Los equipos que

utilizaron para esto, corresponden al FTIR-8400S, NMR y CG con detector FID.

Tabla 12. Metabolitos conocidos por parte del aceite esencial de hojas y corteza del P.

costaricense identificados por cromatografia de gases y por analisis fitoquimico de

aislamiento
Metabolito Clasificacion Método de Estado de
identificacion identificacion
Alfa-pineno Monoterpeno Cromatografia de Conocida
gases
Beta-pineno Monoterpeno Cromatografia de Conocida
gases
Beta-mirceno Monoterpeno Cromatografia de Conocida
gases
Beta-tujeno Monoterpeno Cromatografia de Conocida
gases
Beta-cariofileno Sesquiterpeno Cromatografia de Conocida
gases
Linalool Monoterpeno Cromatografia de Conocida
gases
Cinnamodial Sesquiterpeno Analisis fitoquimico Conocida
de aislamiento
Cinnamosmolida Sesquiterpeno Anédlisis fitoquimico Conocida
de aislamiento
Polygodial Sesquiterpeno Andlisis fitoquimico Conocida
de aislamiento
Mukaadial Sesquiterpeno Andlisis fitoquimico Conocida
de aislamiento
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Parritadial Sesquiterpeno Anélisis fitoquimico Nueva

de aislamiento

Pleodendione Sesquiterpeno Anadlisis fitoquimico Nueva

de aislamiento

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia®.

En la tabla 12, se aprecia que la mayor cantidad de metabolitos conocidos son
sesquiterpenos, los cuales estan formados por tres unidades de isopreno. Es un grupo que
puede estar presente en las hojas, frutos y raices de plantas angiospermas, algunas
gimnospermas Yy briofitas. Este grupo, tienen propiedades antifungicas, antibacterianas y

antivirales!°,

En el andlisis de Treyvaud et al.°, el cual fue el primero en llevarse a cabo para
identificar los metabolitos presentes en esta especie, notaron que la principal diferencia entre
el aceite esencial de las hojas y de la corteza fue el contenido del beta-cariofileno, el cual fue

el segundo componente méas abundante en las hojas, pero casi ausente en la corteza.

El extracto obtenido a partir de la planta se caracteriza por tener un olor muy similar
a canela y pimienta negra; esto se respalda con el estudio realizado por Treyvaud et al..>, en
el que compararon estos componentes para determinar si habia relacion de composicion de
sustancias de estas dos especies y el P. costaricense. Respectivamente, la planta denominada
Cinnamomun zeylanicum presenta: el B-cariofileno, acetato de cinamilo y linalool. Por otro
lado, la especie Pipper nigrum, contiene: al a-pineno, B-pineno, limoneno y f-cariofileno. Al
realizar los perfiles fisicoquimicos, se obtienen datos relacionados entre las dos especies con
el P. costaricense, lo cual indica que efectivamente la razon de la fragancia se debe a dichas

sustancias.

Para esta investigacion, se tomé como base los descubrimientos hechos por Treyvaud
et al.®, por lo que se realizaron tres procesos, de acuerdo con el equipo disponible, pruebas
cualitativas, uso del espectrofotémetro IR y el CG acoplado a detector de masas. Para el caso
de las pruebas cualitativas, se hicieron solo tres, en las que se podian identificar triterpenos,
sesquiterpenos, fenoles o taninos. En la tabla 13, se aprecian los resultados obtenidos por

parte del aceite esencial de las hojas y frutos.
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Tabla 13. Resultados obtenidos de las pruebas cualitativas de los extractos de

aceite esencial de las hojas y frutos del P.costaricense

Prueba cualitativa

Metabolito por
identificar

Reaccion en aceite
esencial de hojas

Reaccion en aceite
esencial de frutos

Libermann Burchard Triterpenos Negativa Negativa

Vainillina-acido Sesquiterpenos Positiva Positiva
sulfarico

Cloruro férrico Fenoles y taninos Negativa Negativa

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

En latabla 13 se aprecia como la reaccion para identificar sesquiterpenos dio positiva,

lo cual evidencia que lo indicado en la teoria y en la experimentacion de Treyvaud et al..° es

correcto. En la figura 32 se aprecia el resultado positivo por parte de las hojas y en la figura

33, se muestra parte del proceso de la prueba realizada con el de los frutos y su cambio de

coloracion.

Figura 32. Prueba de vainillina-acido sulfurico del aceite esencial de las hojas del

P.costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 33. Prueba de vainillina-acido sulfurico del aceite esencial de los frutos del

P.costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

La prueba de identificacion de sesquiterpenos, se basa en la condensacion de la
vainillina con proantocianinas en una solucion acidificada, la vainillina protonada, lo cual es
un electréfilo débil, reacciona con el anillo del terpeno. El producto de esta reaccion se
deshidrata facilmente para dar un color rosa ligero a un intenso rojo cereza. La estabilidad de
este color puede aumentar cuando la luz es excluida y la temperatura de reaccion es

controlada®1142,

Adicional a las pruebas cualitativas, se procedié a realizar el analisis por
espectroscopia infrarroja utilizando el equipo proporcionado por el Laboratorio de Quimica
de la Universidad Internacional de las Américas, marca Agilent Technologies, modelo Cary
630 FTIR. Para el mismo, se necesito una gota del extracto de aceite esencial de las hojas y
de los frutos por separado.

La espectroscopia IR permite realizar analisis cualitativos y cuantitativos. El equipo
utilizado para el mismo, proporciona informacion sobre el contenido de alguna sustancia o
compuesto que se quiera analizar, es un método practico y rapido ya que se puede llevar a
cabo con poca cantidad de la muestra, ademas de que el resultado se obtiene en pocos

minutos*3.
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Transmittance

En el caso del aceite esencial de las hojas del P. costaricense, el espectro obtenido
por parte de las hojas se muestra en la figura 34. Para identificar los posibles grupos
funcionales, se us6 como base la estructura de la molécula que de acuerdo con Treyvaud et
al..%, es de las mas representativas en el aceite esencial de la especie, esta se observa en la

figura 35.

Figura 34. Espectro del aceite esencial de las hojas del P.costaricense obtenido en el

Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 35. Estructura del alfa-pineno

Fuente: imagen tomada de Authenticity control of pine sylvestris essential oil by chiral gas

chromatographic analysis of a-pinene#4,
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Figura 36. Identificacion de los grupos funcionales del alfa-pineno

C-H:
H3C

CH; H

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia®.

El alfa pineno, es una estructura compuesta por un ciclohexano, en el que derivan
diversos grupos funcionales. En la figura 36 se identificaron los principales de la molécula
de alfa-pineno. Para proceder a realizar el analisis del espectro IR, se realizé una busqueda
bibliogréafica en la que se establecieran los rangos de sefial para cada uno de los grupos

funcionales.

Tabla 14. Rango de sefial teérica (cm™) y clasificacion de los grupos funcionales

presentes en el alfa-pineno

Grupo funcional Rango de la sefial teérica (cm™)
=C-H 3000-3010
-C-H alqueno 3000-2500
-C=C 1670-1600
-C-H: alcano 1465
-CH3 1390-1380

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencial#.

100



Tabla 15. Sefiales detectadas en el espectro del aceite esencial de las hojas del

P.costaricense obtenido en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional

de las Américas

Muestra Rango de sefal Grupo funcional Rango de la sefal
detectada (cm™?) tedrica (cm™)

Aceite esencial hojas 2900-3000 =C-H 3000-3010
P.costaricense

Aceite esencial hojas 2900-3000 -C-H alqueno 2500-3000
P.costaricense

Aceite esencial hojas 1600-1700 -C=C 1600-1670
P.costaricense

Aceite esencial hojas 1400-1500 -C-H: alcano 1465
P.costaricense

Aceite esencial hojas 1300-1400 -CHs 1380-1390
P.costaricense

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencial®.

Los enlaces mas significativos por parte del alfa pineno, corresponden a los dobles

enlaces carbono-carbono (C=C) en su estructura. Por lo general puede encontrarse entre

1640-1680 cm™ o entre 1600-1670 cm?, esto se debe a la vibracién de un estiramiento de

estos enlaces!>1%® asi como se muestra en la figura 37.
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Figura 37. Identificacion de grupos funcionales en el espectro del aceite esencial de las

hojas del P.costaricense obtenido en el Laboratorio de Quimica de la Universidad

Internacional de las Américas
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Masruri y Farid**®, obtuvieron un espectro infrarrojo de una muestra de alfa-pineno

al realizar un analisis de aislamientos del aceite de pino y el estudio de la oxidacién de este

compuesto utilizando perdxido de hidrogeno catalizado por cloruro de hierro (111). Este

espectro se muestra en la figura 38, el cual fue de gran utilidad para realizar una comparacién

de lo obtenido en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas

para el presente trabajo.
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Figura 38. Espectro del alfa-pineno conocido
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Fuente: imagen tomada del Estudio de oxidacion catalitica de alfa-pineno utilizando cloruro

de peroxido de hidrégeno (1),

Tabla 16. Comparacién de los grupos funcionales obtenidos en el espectro IR del

aceite esencial de las hojas del P. costaricense y del andlisis de la sustancia aislada del

alfa-pineno
Grupo funcional Rango de identificacién Rango de identificacion

del aceite esencial de las | del anélisis de la sustancia
hojas del P. costaricense aislada del alfa-pineno

=C-H 2900-3000 3022

C-H 2900-3000 2918,10

C-C 1600-1700 1652,88

C-H 1400-1500 144266

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencial*’.,

Al realizar la comparacion presente en la tabla 16 y tomando en cuenta los rangos de
las sefiales tedricas de la tabla 15, se puede identificar los valores obtenidos tanto de las hojas
del P. costaricense como el de la sustancia aislada analizada por Masruri y Farid*. Los

valores principalmente pueden variar debido a que, si se analiza todo el aceite esencial, como
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el caso de este trabajo, el espectrofotometro IR puede captar diversas sefiales de otros

componentes, no solo el del alfa-pineno; mientras que el de la forma aislada solo mostrara el

del componente en estudio. Ademas, al ser un metodo que identifica grupos funcionales de

las moléculas, no todas tendran el mismo comportamiento, es decir, algunos enlaces pueden

sufrir mas tension o estiramiento haciendo que los rangos de referencia se expandan®“®,

Figura 39. Espectro del aceite esencial de las hojas del P.costaricense obtenido en el

Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 40. Espectro del aceite esencial de los frutos del P.costaricense obtenido en el

Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas

g

Transmittan

80

190

70

PN\

fl \‘ [ ™ [
| cc—>» | \‘ ‘!‘ v l‘\ “;
| | |«— -CH; ‘i
/ cH—> || | |
3 ' -OH——>

T U T T T
2500 2000
Wavenumber (cm-1)

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

104



Tabla 17. Sefales detectadas en el espectro del aceite esencial de los frutos del

P.costaricense obtenido en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional

de las Américas

Muestra

Rango de sefial

detectada (cm™?)

Grupo funcional

Rango de la sefial

tedrica (cm™)

P.costaricense

Aceite esencial hojas 2900-3000 =C-H 3000-3010
P.costaricense

Aceite esencial hojas 2900-3000 -C-H alqueno 2500-3000
P.costaricense

Aceite esencial hojas 1600-1700 -C=C alqueno 1600-1670
P.costaricense

Aceite esencial hojas 1600-1700 -C=C alqueno 1650-1566
P.costaricense ciclico

Aceite esencial hojas 1400-1500 -C-Hz alcano 1465
P.costaricense

Aceite esencial hojas 1300-1400 -CHs 1380-1390
P.costaricense

Aceite esencial hojas 1000 -OH 1400-1000

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencial®.

En el caso de los frutos, de la misma manera se utiliz6 como base la estructura del

alfa pineno; si se comparan los valores obtenidos con el espectro IR de las hojas, se

identifican picos similares entre si, sin embargo, en el caso de los frutos, hay dos picos

significativos en los intervalos 1600-1700 cm™ y en 1000 cm™, los cuales pueden

corresponder a otra molécula en particular, que se detallara a continuacion. Esto, ademas de

evidenciar los metabolitos presentes y compararlo con la literatura haciendo uso del CG-MS,

es Util para aislar fisicamente las sustancias presentes en mezclas complejas de compuestos

que son altamente volatiles'*°.

Para poder identificar los grupos funcionales del rango de 1600-1700 cm™ y 1000 cm-

! se debe analizar cada una de las sustancias conocidas presentes en la especie. Ademas del

105



alfa-pineno, también segln Treyvaud et al.> presenta el beta-pineno, beta-mirceno, beta-
tujeno y beta-cariofileno; y de distintos aislamientos, identificaron el linalool, cinnamodial,

cinnamosmolida, polygodial, mukaadial, parritadial y pleodendione.

En la figura 41, se aprecia la estructura del beta-pineno que corresponde a un
monoterpeno, el cual, al ser un pineno, presenta actividad antifungica, antiviral,
antimicrobiana, ademas de que se utilizan para generar fragancias o saborizantes'®°. En este
caso presenta grupos funcionales similares al alfa-pineno, sin tener el doble enlace en el
ciclohexano, por lo que en el espectro IR se pudo identificar, a su vez, los sustituyentes del

alfa-pineno como el de esta molécula.

Figura 41. Estructura del beta-pineno

Fuente: imagen tomada de Biological Activities of a-Pinene and B-Pinene Enantiomers®®,

Figura 42. Estructura del beta-mirceno

A /

Fuente: imagen tomada de Estudio de la polimerizacion en emulsién empleando mirceno

como mondmero natural®®®.

En la figura 42, se muestra la estructura del beta-mirceno, que no presenta diferencias
de los grupos funcionales con respecto al alfa-pineno. Este compuesto, tiene como aplicacién
biomédica la neuro-proteccion, la regeneracion de tejidos y reparacion de heridas, ademas,
actia como anti-inflamatorio, analgésico, hipnotico y relajante muscular. También, al ser

parte del grupo de los terpenos, brinda aromas y sabores a las plantas, por lo que es utilizado
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en fragancias'®. La sefial reportada entre 1600-1700 cm™, puede provocarla el alqueno

presente en esta estructura.

Figura 43. Estructura del beta-tujeno

Fuente: imagen tomada de National Library of Medicine®®?,

El beta-tujeno, mostrada su estructura en la figura 43, corresponde a un monoterpeno,
el cual se ha identificado principalmente su actividad antimicrobiana y antioxidante!®. No

presenta grupos funcionales diferentes al del alfa-pineno.

Figura 44. Estructura del beta-cariofileno

H,c. H
CHj
||/
HQ
H,C

Fuente: imagen tomada de Sigma Aldrich®,

El beta-cariofileno, se muestra su estructura en la figura 44, no presenta grupos
funcionales diferentes al del alfa pineno, por lo que lo identificado en el espectro IR
igualmente podria deberse a esta molécula. Este presenta una actividad anti-inflamatoria,

analgésica, ansiolitica, antifiingico®®®.
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Figura 45. Estructura del linalool

HsC OH
I
CH,
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Fuente: imagen tomada de Plasma polymerized linalool (ppLin): An antimicrobial

and biocompatible coating™®.

El linalool, es un terpeno, que al realizar la identificacion de los grupos funcionales,
se identificé como adicional al de la molécula de alfa-pineno, el hidroxilo. En este caso, se
analiz6 el rango de sefial tedrica, mostrada en la tabla 18 y se pudo identificar que este es uno
del posible sustituyente que en el espectro IR genera una sefial a los 1000 cm™. Esto mismo
ocurre con el cinnamodial, forma parte de los sesquiterpenos del tipo drimano y presenta

grupos aldehidos, éster e hidroxilos, como se muestra en la figura 46.

Figura 46. Estructura del cinnamodial

Fuente: imagen tomada de National Library of Medicine®’.

Otra de las moléculas que Treyvaud et al.> mencionan de la especie en estudio, es la
cinnamosmolida, esta corresponde a un sesquiterpeno del tipo drimano. En cuanto a sus
grupos funcionales, asi como se muestra en la figura 47, se aprecia que presenta ésteres e
hidroxilos, ademas de otros grupos que ya contempla la molécula de alfa-pineno utilizada
como base para la lectura del espectro IR. El polygodial, es un sesquiterpeno del tipo drimano
que presenta una fuerte actividad insecticida y antimicotica, ya que provoca una alteracion

estructural de las membranas celulares de los hongos, que puede deberse a una inhibicién de
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la membrana plasméatica H+-ATPasa. Y su mayor actividad podria ocasionarse a un
equilibrio entre la hidrofilia de la subunidad de aldehido insaturado y la hidrofobicidad de
las porciones decalinas de la molécula® *>°. Este Gltimo, ademas, presenta grupos aldehidos

en su estructura, como se evidencia en la figura 48.

Figura 47. Estructura del cinnamosmolida

Fuente: imagen tomada de National Library of Medicine®®.

Figura 48. Estructura del polygodial

Fuente: imagen tomada de Comprehensive Natural Products 11*%°.

Mata y Calvo® y Treyvaud et al.> mencionan que el mukaadial es inactivo en cuanto
a la actividad antimicética, por lo que no es de relevancia terapéutica para este trabajo. Sin
embargo, al estar presente en el aceite esencial, se muestra su estructura en la figura 49, en

la que se identifica que presenta en su estructura aldehidos y grupos hidroxilos.
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Figura 49. Estructura del mukaadial

Fuente: imagen tomada de National Library of Medicine!®,

Finalmente, los dos sesquiterpenos nuevos que fueron identificados por Treyvaud et
al.>, corresponden a parritadial, se aprecia su estructura en la figura 50; y el pleodendione, en
la figura 51. Ambos son sesquiterpenos, en el que respectivamente presentan grupos

aldehidos y carbonilos.

Figura 50. Estructura del parritadial

Fuente: imagen tomada de National Library of Medicine®*,

Figura 51. Estructura del pleodendione

@)

o '(

Fuente: imagen tomada de Total Syntheses and Biological Evaluation of ()-

Botryosphaeridione, ()-Pleodendione, 4-epi-Periconianone B, and Analogues®,
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Una vez identificados los grupos funcionales adicionales que no presenta la molécula
de alfa-pineno, se determinaron los rangos de la sefial tedrica asi como se muestra en la tabla
18. A partir de esto, se tiene como posibilidad que el grupo funcional presente en el espectro
IR del aceite esencial de los frutos del P.costaricense en la sefial marcada cerca de los 1000
cm-1, puede ser ocasionada por el grupo hidroxilo presente en los sesquiterpenos aislados
como lo es el Linalool, cinnamodial, cinnamosmolida, polygodial, mukaadial, parritadial.
Cabe recalcar que las sefiales presentadas en el espectro IR obtenido, pueden marcar grupos
funcionales de diferentes compuestos, ya que el analisis se hizo de un aceite esencial

completo proveniente de una extraccion y no, de un aislamiento especifico de compuestos.

Tabla 18. Rango de sefial tedrica (cm) de los grupos funcionales, externos al alfa-

pineno, de compuestos presentes en el aceite esencial de los frutos del P.costaricense

Grupo funcional Rango de la sefial tedrica (cm™)
Hidroxilo 1400-1000
Ester 1750-1735
1210-1163
Aldehido 2830-2695

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencial#.

Para identificar los posibles metabolitos de una forma mas precisa y a la vez,
comparar con la literatura, se utilizé un cromatégrafo de gases acoplado a un detector de
masas. En la figura 52 y 53, se puede apreciar los resultados obtenidos por parte del aceite

esencial de las hojas y frutos del P. costaricense.
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Figura 52. Cromatograma del aceite esencial de las hojas del P. costaricense
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 53. Cromatograma del aceite esencial de los frutos del P. costaricense
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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La cromatografia de gases es una de las principales técnicas para la deteccion,
identificacion, cuantificacion de compuestos no polares o semipolares. Este método consiste
en un sistema de gas portador, inyector, columna cromatografica de gases, detector y unidad
de procesamiento de datos. El gas utilizado por lo general es hidrogeno, helio o nitrogeno;
estos son considerados como gases permanentes que tienen la facilidad de tener una
adsorcion baja o insignificante. El equipo utilizado estd acoplado a un detector de masas, el
cual debe generar especies ionicas y luego separarlas para detectarlas, a partir de la muestra

que se desea analizar®®14°,

En latabla 19, se colocan los resultados obtenidos del aceite esencial de las hojas del
P. costaricense a partir del equipo y a su vez, los porcentajes de similitud que proyecta el

procesador de datos por el detector de masas.

Tabla 19. Resultados obtenidos del CG-MS del aceite esencial de las hojas del P.

costaricense

Metabolito detectado Porcentaje de similitud (%0)

1R-alfa-pineno 97
Alfa-pineno 95
Beta-pineno 95
Cariofileno 99
Alfa-cariofileno 97
Alfa-cubebeno 97
Copaeno 97

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

De acuerdo a lo obtenido, el que presenta mayor porcentaje de similitud es el
cariofileno con un 99%. Seguido a este, el 1R-alfa-pineno y alfa-cariofileno con 97%.
Posterior a estos, el alfa-pineno y el beta-pineno con 95%. El beta-mirceno, beta-tujeno,
linalool, cinnamodial, cinnamosmolida, polygodial, mukaadial, parritadial, pleodendione no
tuvieron sefiales significativas, sin embargo, hubo un alto porcentaje de similitud en
componentes que no se habian reportado anteriormente en la literatura, asi como el alfa-

cubebeno y copaeno con 97%.
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En la tabla 20, se colocan los resultados obtenidos del aceite esencial de las hojas del
P. costaricense a partir del equipo y a su vez, los porcentajes de similitud que proyecta el

procesador de datos por el detector de masas.

Tabla 20. Resultados obtenidos del CG-MS del aceite esencial de los frutos del P.

costaricense

Metabolito detectado Porcentaje de similitud (%0)
1R-alfa-pineno 97
Alfa-pineno 94
Beta-pineno 94
Cariofileno 99
Canfeno 95
Alfa-cubebeno 96

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

De acuerdo a lo obtenido, el que presenta mayor porcentaje de similitud es el
cariofileno con un 99%. Seguido a este, el 1R-alfa-pineno con 97%. Posterior a estos, el alfa-
pineno y el beta-pineno con 94%. En este caso, el beta-mirceno, beta-tujeno, linalool,
cinnamodial, cinnamosmolida, polygodial, mukaadial, parritadial, pleodendione no tuvieron
sefiales significativas, sin embargo, hubo un alto porcentaje de similitud en componentes que
no se habian reportado anteriormente en la literatura, asi como el alfa-cubebeno con 96% y

el canfeno con 95%.

Al realizar una comparacion entre los resultados obtenidos de los aceites esenciales
de los frutos y las hojas del P.costaricense, se identifica que el CG-MS especifica para ambos
casos el 1R-alfa-pineno, alfa-pineno, beta-pineno, cariofileno; siendo este Gltimo
componente el de mayor porcentaje de similitud. Los metabolitos secundarios mencionados
anteriormente, corresponden a los mismos que describen Treyvaud et al.® en su estudio. Sin
embargo, entre otros que no se encuentran en la literatura sobre el P.costaricense y ademas,
presentaron picos significativos en el cromatograma del presente analisis, con porcentajes de
similitud alto, para ambos casos, el alfa-cubebeno. Y adicional a esto, para el caso de las

hojas, el procesador sefiala el copaeno; y para los frutos, el canfeno.
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4.3 Tercer objetivo especifico: Comparar las propiedades fisicoquimicas del aceite
esencial de las hojas y frutos del Pleodendron costaricense.

Para este tercer objetivo, una vez finalizada la extraccion de los aceites esenciales
mediante la hidrodestilacion, descrita en el apartado 4.1, por parte de las hojas y de los frutos
del P. costaricense, se determing, tomando en cuenta las propiedades fisicoquimicas de
ambos, la diferencia existente entre ellos y de esta manera, estos resultados permitieron llevar
a cabo la propuesta de un posible producto farmacéutico que sera explicado en el apartado
4.4,

Las propiedades fisicoquimicas son de gran importancia en el proceso de
preformulacion de un producto farmacéutico o en este caso, cuando se pretende generar un
producto de origen natural. La preformulacion consiste en realizar un analisis y busqueda
bibliogréafica sobre diferentes principios activos, excipientes 0 compuestos recientemente
sintetizados o compuestos extraidos de plantas en el que se obtiene informacidon relevante
que serd util para generar la formulacion®®®, La misma toma en cuenta aspectos como las
propiedades farmacodinamicas del principio o metabolito activo, es decir, consideraciones
como la finalidad terapéutica, efectos tdxicos, posibles reacciones adversas, dosis Yy
frecuencia requerida para su efecto farmacoldgico, caracteristicas farmacocinéticas, entre

otrost63,

Ademas, en la preformulacion también se identifican las caracteristicas
fisicoquimicas y farmacotécnicas como: propiedades organolépticas, tamafio y forma de
particula en caso de productos que tengan solidos, cristanilidad y polimorfismo, punto de
fusién, punto de ebullicion, solubilidad, pureza, velocidad de disolucion, fluidez, estabilidad,
compatibilidad con excipientes; y las caracteristicas biofarmacéuticas asi como la
biodisponibilidad y caracteristicas fisiologicas de la via de administracion®®3,

Por lo general, las pruebas que se realizan en el estudio de preformulacion
corresponden a un analisis para mostrar su pureza, potencia, calidad o identidad, el cual para
este caso se utilizan métodos o equipos como el espectrofotometro UV, IR, RMN, pruebas
de impurezas, pH, humedad, entre otros'®*. Adicional a esto, para las pruebas de solubilidad
lo que se pretende determinar es si el mismo se disuelve al ser puesto en contacto con el agua
o0 alguna fase acuosa, verificar su pH, pKa, sales y coeficiente de particion; esto a su vez,
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para comprender los posibles métodos de formulacion y su comportamiento con otros
componentes®. Se identifica también su punto de fusion y de ebullicion, para conocer sobre
la existencia de polimorfismos, hidratos o solvatos'®. Y, ademas, la estabilidad que el mismo
puede tener tanto en estado sélido como en solucién, es decir, comprobar que no haya

reacciones de pirdlisis, hidrélisis, pH, oxidacion, fotdlisis, entre otrost®’.

En esta seccion experimental de trabajo, a partir del extracto de aceite esencial
obtenido por medio de hidrodestilacion, para el caso de las hojas se obtuvo un total de 2,5
mL, mientras que de los frutos se obtuvo 1,5 mL de aceite; por lo que para las distintas
pruebas realizadas, se dividio esta cantidad entre cada seccion, asi como se muestra en la
tabla 21.

Tabla 21. Cantidad de aceite esencial de las hojas y frutos del P. costaricense utilizada

por cada seccion experimental

Seccion experimental Cantidad de aceite Cantidad de aceite
esencial de hojas esencial de frutos
Aceite total obtenido en la 2,5 mL 1,5mL

hidrodestilacion

Pruebas cualitativas 1mL 0,5mL
Espectrofotémetro IR 1 gota 1 gota
Cromatograma CG-MS 500 pL 500 pL
Pruebas fisicoquimicas 0,5mL 0,5mL
Pruebas antimicoticas 1mL 0,5mL

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

En el estudio de las propiedades organolépticas y fisicoquimicas por parte del aceite
esencial extraido, se determinaron caracteristicas organolépticas como: apariencia, color,

olor, solubilidad, masa, volumen, pH y densidad.
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Tabla 22. Propiedades fisicoquimicas del extracto de aceite esencial de las hojas del P.

costaricense

Propiedades fisicoquimicas Resultado
Aspecto Ligero
Textura Oleoso
Color Ligero amarillo, transparente
Olor Menta, canela, lavanda y manzanilla
Solubilidad No polar. Insoluble en agua
Masa 031lg
Volumen 0,5mL
pH 5
Densidad 0,62 g/mL
Punto de ebullicion 93°C

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

En la tabla 22 se muestran las propiedades fisicoquimicas por parte del extracto de
aceite esencial de las hojas del P. costaricense, para el caso de la textura, apariencia, color y
olor, se realiz6 una inspeccion visual de caracter subjetivo para poder determinar los
resultados planteados, en la que se determiné que, en cuanto al aspecto se percibia ligero,
con textura oleosa, con un color ligeramente amarillo o transparente y su olor, desprendia

similitud con la menta, canela, lavanda y manzanilla.

Figura 54. Aspecto visual del aceite esencial de las hojas del P.costaricense

ol
-

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Mata y Calvo®, en su estudio, habian realizado una descripcion de las propiedades
organolépticas propiamente de las hojas, en el que resaltan su forma ovalada, més largas que
anchas; de coloracion verde y con un brillo en su superficie; y durante el procedimiento de
la hidrodestilacion, mencionan que las hojas en presencia de agua y con una temperatura
elevada, desprendian un olor similar al del clavo de olor. Lo cual, coincide con lo que indica
Hammel y Zamora® cuando en su investigacion sobre esta especie, analizaron estas mismas
caracteristicas. Ellos mencionan que la forma de las hojas es ovadas-falcadas, suelen ser
brillantes en la parte superior cuando esta seca y presentan un olor a pimienta y clavo de olor
por uno de sus componentes. En este trabajo, al realizar la hidrodestilacion, se identifico un
olor de clavo de olor, pero también de canela.

La solubilidad, es la propiedad que tiene un liquido o un sélido de incorporarse en un
solvente'®.Esta es una magnitud dependiente de la temperatura y el pH. Para este caso, lo
que se realiz6 fue una prueba de mezclar el agua con el aceite obtenido, por lo que, en
cuestion de minutos, se separaron entre si, lo que significa que por su caracteristica oleosa

no es soluble en el agua.

La solubilidad es relacionada con el coeficiente de particién, el cual corresponde a
una expresion de la solubilidad de una sustancia en un medio no polar con respecto al medio
acuoso y es definido como la relacion del farmaco ionizado entre las fases organicas y acuoso
en equilibrio, es decir, entre mas es la lipofilia de una combinacién mayor, sera su capacidad
de incorporarse a las membranas lipofilicas del organismo. Esta propiedad se determina
mediante el método de agitacion en matraz, en la cual, se disuelve una cantidad de un soluto
o0 sustancia de interés en un volumen de n-octanol saturado con agua, se le hace una particién
en un embudo de separacion, con agua saturada con n-octanol y se determina la relacion entre
la concentracion en ambas fases para determinar su afinidad. En este caso, no se realizé esta
prueba, pero se podria creer que el mismo tendria un Log P positivo, la cual no es soluble en
agua, ya gque en esta prueba se esperaria ser mas soluble al n-octanol por su mayor naturaleza
hidréfobal®8,

Para obtener el resultado de la densidad, se debi6 pesar por medio de una balanza
granataria la masa correspondiente al aceite esencial disponible y destinado para estas

pruebas y, a su vez, medir el volumen del mismo por medio de una probeta. Una vez
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identificados estos datos, se procedié a realizar el calculo pertinente para la determinacion
de la densidad del aceite de la siguiente manera:

o Masa (o)

eNSIAL = v o lumen (ml)
. 031(g9)
Densidad = 0.5 (mL)

Densidad = 0,62 g/mL

El pH, es una medida de la concentracion o actividad de iones de hidrégeno en una
solucion. Para determinar el pH del aceite esencial se utilizaron tiras de pH, las cuales por
medio de colores y una referencia de la misma, permite identificar el valor de pH entre 0 a
14, en este caso, de 0 y menor a 7 corresponde a un medio acido, mientras que un valor mayor
a 7 a 14, un medio basico. Si el resultado corresponde a 7, se esta frente a un pH neutro®®®,

En este caso, el aceite esencial de las hojas presenté un pH de 5.

Figura 55. Determinacién del pH del aceite esencial de las hojas del

P.costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

De la misma manera que se realizo la identificacion de las propiedades fisicoquimicas del
extracto de aceite esencial de las hojas del P. costaricense, se hizo para el de los frutos, asi
como se muestra en la tabla 23.
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Tabla 23. Propiedades y fisicoquimicas del extracto de aceite esencial de los frutos del

P. costaricense

Propiedades fisicoquimicas Resultado
Aspecto Ligero
Textura Oleoso
Color Amarillo
Olor Hierbas naturales
Solubilidad No polar. Insoluble en agua

Masa 0,399

Volumen 0,5mL

pH 4
Densidad 0,78
Punto de ebullicion 93°C

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

Figura 56. Aspecto visual del aceite esencial de los frutos del P.costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Para obtener el resultado de la densidad, se debid pesar por medio de una balanza
granataria la masa correspondiente al aceite esencial disponible y destinado para estas
pruebas y, a su vez, medir el volumen del mismo por medio de una probeta. Una vez
identificados estos datos, se procedid a realizar el calculo pertinente para la determinacién

de la densidad del aceite de la siguiente manera:
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Masa (g)

D ] =
ensidad Volumen (mlL)
. 0,39 (9)
Densidad = m

Figura 57. Determinacién del pH del aceite esencial de las hojas del

P.costaricense

§ i
i3
g

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Una vez obtenidos los resultados de ambos extractos de aceites esenciales, se realizd

una comparacién de ambos, en el que se identifica que ambos aceites esenciales comparten

propiedades fisicoquimicas, como se muestra en la tabla 24. Sin embargo, la densidad es

ligeramente diferente por 0,08 g, siendo el de los frutos el de mayor valor. Cabe recalcar, que

a pesar de utilizar una cantidad pequefia de volumen de aceite esencial, esta es una

caracteristica intrinseca de la materia, lo cual hace referencia a que es independiente de la

masa o volumen que tenga el objeto hecho de ese material, la densidad siempre se mantendra

constante!’,

Tabla 24. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas del extracto de aceite

esencial de las hojas y frutos del P. costaricense

manzanilla

Propiedad fisicoquimica Hojas Frutos
Apariencia Ligero Ligero
Textura Oleoso Oleoso
Color Ligero amarillo, transparente Amarillo
Olor Menta, canela, lavanda y Hierbas naturales
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Solubilidad No polar. Insoluble en agua | No polar. Insoluble en
agua
Masa 0319 0,399
Volumen 0,5mL 0,5mL
pH 5) 4
Densidad 0,62 g/mL 0,78 g/mL
Punto de ebullicion 93°C 93°C

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Al tener conocimiento de estas propiedades fisicoquimicas, sera de utilidad para la
elaboracion de futuros posibles productos farmacéuticos a partir de este aceite esencial. Esto
debido que las caracteristicas como la apariencia, textura, color y olor son utiles para la
identificacion, control de calidad, conocer su estabilidad fisica, seguridad y aceptabilidad del
paciente' En el caso de la solubilidad, tener conocimiento previo sobre el comportamiento
hidrofilico o hidrofobico del principio activo o sustancia activa permite identificar las
posibles incompatibilidades con otros excipientes que formaran parte tanto del proceso de
elaboracion como del producto final; ademaés, del posible accionar farmacocinético y
biofarmacéutico, ya que la solubilidad forma parte de los criterios del Sistema de

Clasificacion Farmacéutical’?,

La masa y el volumen son de importancia en las preformulaciones debido a que al
conocerla hace que se pueda calcular una dosificacion precisa y correcta. La densidad, es Gtil
para el disefio de formas farmacéuticas liquidas homogéneas y para el célculo de dosis
necesaria para una precision y efectividad. EI pH se considera uno de los factores criticos
para los medicamentos o sustancias activas que se encuentran en formas principalmente
liquidas, debido a que puede verse afectada la solubilidad, la estabilidad del producto o la
compatibilidad con los demas componentes de la forma farmacéutica que se formule. Y el
punto de ebullicion se debe conocer para la seleccion de los deméas excipientes de la
formulacién, para identificar el proceso de fabricacién mas adecuado y para mantener una

estabilidad tanto de la sustancia activa como del producto final"?.
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4.4 Cuarto objetivo especifico: Evaluar las posibles aplicaciones terapéuticas del

extracto de las hojas y de los frutos mediante pruebas antimicéticas.

El propdsito de este objetivo fue evaluar si la especie P. costaricense presentaba
actividad antimicotica y comparar el comportamiento in vitro del aceite esencial de sus hojas
y frutos ante las cepas de Candida albicans, Candida parapsilosis y Candida krusei. Se
propuso identificar esto debido a que, de acuerdo con la literatura, se conoce el efecto
antimicético de las hojas, sin embargo, no existe estudio sobre los frutos; ademas, de que en
ensayos previos como el de Treyvaud et al.®, testearon en Candida albicans, Candida
shehatae, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae, Wangiella dermatitidis,
Pseudallescheria boydii. Se quiso ampliar conocimiento sobre otras especies de Candida, el
cual es comun y de los que tienen porcentaje alto de causar enfermedades micdticas en la

poblacion®.

El procedimiento realizado y explicado en el punto 3.10.7, se tomd como base los
conocimientos brindados por la técnica de laboratorio Andreina Angulo Guerrero, del
Laboratorio Clinico y Banco de Sangre de la UCR; y del estudio realizado por Mendoza et
al.*®, por lo que se decidi6 utilizar el método de difusion en agar. Treyvaud et al.®
describieron el comportamiento de las cepas mencionadas anteriormente por medio de
identificar la concentracion minima inhibitoria, en la que utilizaban diferentes

concentraciones de los compuestos y calcularon la concentracion inhibitoria fraccional.

En este caso, para el método de difusion en agar, las cepas se deben reproducir en un
medio diferente al de las pruebas de sensibilidad, por lo que las cepas que se aprecian en la
figura 18, se colocaron en un agar, como se visualiza en la figura 58. Se dejaron en la
incubadora a una temperatura aproximada a 33,7°C-34,0°C. Estas mismas fueron revisadas
al pasar las 24 horas, para verificar su crecimiento, asi como se muestra en la figura 59 y 60.
Y el medio cromogénico, el cual permite visualizar mejor su crecimiento se aprecia en la

figura 61.
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Figura 58. Reproduccion de las cepas de Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida krusei.

-

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 59. Crecimiento de cepas de Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
krusei a las 24 horas

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 60. Vista mas de cerca del crecimiento de cepas de Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida krusei a las 24 horas

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 61. Crecimiento de cepas a las 24 horas en el medio cromogénico

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Una vez tenido el crecimiento correcto de los agares de crecimiento de las cepas, se
utilizé la luz ultravioleta por 10 minutos para esterilizar los discos que se utilizaron. Se
colocaron los discos en 1 mL de aceite esencial de las hojas y 0,5 mL de los frutos, asi como
se muestra en la figura 62. Simultaneamente se prepar6 la solucion McFarland y se realizé el
rayado en agares nuevos para la prueba de sensibilidad y el control; se agregaron los discos
impregnados con el aceite, utilizando pinzas estériles para su aplicacion. En el caso de las
hojas, debido a la cantidad de aceite disponible para estas pruebas, se colocaron 4 discos; y
en el caso de los frutos, 2 de ellos.

Figura 62. Contacto de los discos con el aceite esencial de las hojas del P. costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 63. Lectura inicial a las 0 horas de la prueba antimicética del aceite esencial de
las hojas del P. costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Tabla 25. Lectura a las 24 horas y 48 horas de la prueba antimicética del aceite

esencial de las hojas y frutos del P. costaricense

Aceite esencial de hojas del P.costaricense

Cepa Tiempo de lectura Medicidn del halo
ATCC 90028 0 horas 0 mm
Candida albicans 24 horas 3mm
48 horas 3mm
ATCC 6258 0 horas 0 mm
Candida krusei 24 horas 5mm
48 horas 5mm
ATCC 22019 0 horas 0 mm
Candida parapsilosis 24 horas 5 mm
48 horas 5mm

Aceite esencial de frutos del P.costaricense

ATCC 90028 0 horas 0 mm
Candida albicans 24 horas 0,5cm
48 horas 0,5cm
ATCC 6258 0 horas 0 mm
Candida krusei 24 horas 1,5cm
48 horas 1,5cm
ATCC 22019 0 horas 0 mm
Candida parapsilosis 24 horas 0 mm
48 horas 1,5cm

Fuente: Elaboracion

propia, 2023.
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Figura 64. Lectura a las 24 horas de la prueba antimicética del aceite esencial de las

hojas del P. costaricense

a. ATCC 90028

a:1

b. ATCC 6258

c. ATCC 22019

c.l 2 c.3 cd
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 65. Lectura a las 48 horas de la prueba antimicética del aceite esencial de las
hojas del P. costaricense

a. ATCC 90028

a.l
b. ATCC 6258

c. ATCC 22019

c2

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 66. Lectura a las 24 horas de la prueba antimicética del aceite esencial de los

frutos del P. costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 67. Lectura a las 48 horas de la prueba antimicética del aceite esencial de los
frutos del P. costaricense

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

En la tabla 25, se anotaron los resultados obtenidos por ambos aceites esenciales del
P.costaricense. Se realizaron lecturas a tiempo 0 horas, 24 horas y 48 horas, en las cuales, se
evidencio que la especie si presenta actividad antimicotica. En este caso, no se realiz6 una
cuantificacion de la concentracidn que se le estaba agregando a cada uno de los discos, sin
embargo, de forma cualitativa se visualiza en la figura 64 y 65 que para el caso de las hojas,
se tuvo un halo de inhibicién en los dos tiempos de 24 y 48 horas, obteniendo para el caso
del ATCC 90028 Candida albicans 3 mm de halo de inhibicion, para ATCC 6258 Candida
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krusei 5 mmy para ATCC 22019 Candida parapsilosis 5 mm. En este caso, el aceite esencial
de las hojas tuvo mayor efecto para las dos ultimas cepas mencionadas.

En la figura 64, se aprecia el comportamiento de las cepas y la actividad del aceite
esencial en cada una de ellas en la lectura de las 24 horas. En la fila 1, se identifican los discos
y el desplazamiento que genera sobre las Candidas; en el caso de la fila 2, se observan los
blancos; en la 3, los repliques de cada una de las cepas; y en la 4, los medios cromogénicos.
En este ultimo, el medio cromogeénico, la Candida albicans presenta una coloracion azulada;
mientras que en el caso de las dos cepas restantes, fueron blancas. Los medios cromogénicos
diferenciales permiten aislar e identificar las levaduras de una muestra, esto va a verse
influenciado por la actividad enzimatica o bioquimica de cada una del tipo de hongo, por
ejemplo, la Candida albicans se torna de color azul, posiblemente a que esta produce una
enzima beta-glucosidasa, que descompone ciertos glucosidos presentes en el medio
cromogeénico, haciendo que esta reaccion libere productos que reaccionan con indicadores
quimicos del medio para producir un color azul o verdoso; sin embargo, pueden ser por otras

mas enzimas, como la fosfatasa acida y demas’?.

En el caso de los frutos, en la tabla 26 se especifican los resultados obtenidos, en los
que para el ATCC 90028 Candida albicans y ATCC 6258 Candida krusei se observo
actividad antimicoética a las 24 y 48 horas, como se muestra en la figura 66, obteniendo
respectivamente, una medicion del halo de inhibicién de 0,5 cmy 1,5 cm. EI ATCC 22019
Candida parapsilosis se pudo determinar su medicion hasta las 48 horas debido que a las 24
horas, no habia tenido crecimiento y tampoco en el control, sin embargo en su segunda

lectura, se identificd un halo de inhibicion de 1,5 cm, como se aprecia en la figura 67.

Si se realiza una comparacion entre los aceites esenciales de cada parte de la especie,
se identifica que ante las 3 cepas, ambos frente a la Candida albicans obtuvieron un halo de
inhibicién menor en comparacion a las otras dos levaduras. Ademas, en ambos casos, se tuvo
un comportamiento antimicotico similar ante la ATCC 6258 Candida krusei y ATCC 22019
Candida parapsilosis, es decir, de forma individual la medicion del halo de inhibicion para
hojas, sobre estas dos especies fue la misma, un valor de 5mm; y ocurri6 igual para el de los

frutos con 1,5 cm.
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Entre los dos aceites esenciales, el que tuvo mayor actividad antimicética
correspondid a la extraccion de los frutos, esto debido a que, al identificar sus halos de
inhibicidn, en el caso de las hojas la unidad en que se midié fue en milimetros, mientras que
en el caso de los frutos, en centimetros. Los frutos, en este caso, son los que presentan mayor
actividad antimicética, esto posiblemente porque presentan metabolitos con mayor actividad
antimicotica que los que presenta el de hojas, en cuanto a cantidad o ya sea porque contienen
diferentes compuestos; para poder determinar esto, se recomienda hacer aislamientos y
cuantificar cada uno de los metabolitos por medio de un HPLC para poder identificar

realmente a qué se debe este comportamiento.

Lo anterior, es de interés debido a que, anteriormente, solo se habian estudiado las
hojas y corteza, no obstante, Pillco, Lopez, Alvarez-Alcazar y Whitworth’, realizaron un
estudio en Peru en el que detectaron cinco animales mamiferos que se alimentaban de los
frutos del P.costaricense y uno de ellos, el cual correspondia a un primate, utilizaba la especie
para medicina topica. Y tomando como base, el estudio de Treyvaud, et al..® que es un analisis
a partir de las hojas y corteza de la especie, indican que los compuestos cinnamodial y
cinnamosmolida son las sustancias extraidas que muestran actividad contra varias especies
de hongos, entre estas incluida el Candida albicans. También mencionan que las sustancias

parritadial y pleodendiona muestran actividades débiles.

El cinnamodial y cinnamosmolida, ademas del Candida albicans, tienen una alta
actividad contra Alternaria alternate. El compuesto cinnamosmolida en el estudio elaborado
por Treyvaud, et al..>, mostrd tener actividades antiflingicas menos potentes que cinnamodial,
sin embargo, fue mas efectivo contra C. albicans. Ademas de su uso antimicaético, las plantas
que pertenecen a la familia Canellaceae, como el P. costaricense, se caracterizan por tener
una gran cantidad de sesquiterpenos del tipo drimano en sus cortezas, hojas y raices,
presentan propiedades antifingicas, antibacterianas y antivirales; ademds, se usan
comdnmente, segun Alfaro, et al..”®, como remedios tradicionales para efectos toxicos en
plagas de insectos. En el caso del metabolito cinnamodial, ha tenido evidencia de que es uno
de los principales impulsores de la actividad adulticida; sin embargo, también presenta
actividad larvicida junto con la cinnamosmolida y el poligodial.
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El modo de accidn de los sesquiterpenos escasamente se conoce, pero los dialdehidos
como el poligodial provoca una alteracion estructural de las membranas celulares de los
hongos, que puede deberse a una inhibicion de la membrana plasmatica H+-ATPasa. Y su
mayor actividad podria ocasionarse a un equilibrio entre la hidrofilia de la subunidad de
aldehido insaturado y la hidrofobicidad de las porciones decalinas de la molécula. El

mukaadial no posee este equilibrio debido a su mayor hidrofiliay por esta razon es inactivo®.

Ademas, determinar cual aceite esencial presentaba mayor actividad se deseaba
conocer para ampliar los conocimientos, con la finalidad de realizar una propuesta de un
producto farmacéutico de origen natural de posible interés comercial, el cual su férmula

cuali-cuantitativa se detalla en la tabla 26.

Tabla 26. Formula cuali-cuantitativa de la propuesta de producto farmaceéutico a base

del aceite esencial del P.costaricense para un lote de 6 cremas

Excipiente Cantidad por lote (g) Cantidad unitaria (g)
Vaselina solida 31,5 5,25
Lanolina 18 3
Alcohol cetilico 4,5 0,75
Emulgade 15 2,5
Aceite mineral 19 3,16
Aceite esencial 0,3 0,05
Esencia 3 gotas 0,5 gotas
Agua 90,5 15,08
Borato de sodio 1,2 0,2
Total 180 30

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

En el proceso de llenado, como se muestra en la figura 68, se realizo con una jeringa
y no se llend por completo para que de esta manera no se saturara y no existieran

posibilidades de que el producto se vierta.
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Figura 68. Proceso de llenado del envase del producto

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Se realiz6 una etiqueta para el empaque primario, el cual cumple con los lineamientos
brindados por el RTCA de etiquetado de productos naturales'’, la misma se puede visualizar

en la figura 69.

Figura 69. Etiqueta de la propuesta de producto natural

;PLEOMI!

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Se realiz6 la prueba de pH y de peso promedio. Para el caso del pH, como se aprecia
en lafigura 70, se obtuvo un valor de 5, lo cual se considera adecuado ya que lo recomendado
para cremas es de 5,5-7 de manera general, para piel grasa de 4,9-5, piel normal 5,2-5,5 y
piel seca de 5,7 a5,91"°. El peso promedio fue de 29,81 g, por lo que se reporta para cada uno
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de las cremas, un peso de 30 gramos, lo que corresponde a 1,01 onzas. Esto a partir de un
lote de 6 envases, en el que el total correspondia a 180 gramos.

Figura 70. Prueba de pH a propuesta de producto farmacéutico

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Tabla 27. Resultados de prueba de peso promedio de la propuesta del producto

farmacéutico

NuUmero de envase Peso del producto
1 29,31
2 30,25
3 29,53
4 30,45
5 29,73
6 29,58
Peso promedio 29,81

Fuente: Elaboracién propia, 2023.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1 Conclusiones

Con respecto al objetivo 1: “Realizar la extraccion del aceite esencial de las hojas

y frutos del Pleodendron costaricense por el método de hidrodestilacion.”, se concluye

que:

Se identificd que el extracto del aceite esencial en estudio correspondia posiblemente
a lo que se considera como un aceite ligero, esto por las pruebas realizadas en el
proceso del uso de arrastre por vapor en el que, en el paso de evaporizacion del agua
y del uso del rotavapor, se volatilizaba al instante mientras que el solvente utilizado
en la decantacion era el que se esperaba eliminar para obtener solo el aceite.

A partir de los resultados y la informacion analizada en el proceso, se determina que
el método mas adecuado para extraer este aceite esencial correspondiente al P.
costaricense es el de hidrodestilacion, esto debido a que es un proceso mas rapido,
implica menos cantidad de pasos y menos reactivos; se obtiene mayor cantidad de
aceite en menos tiempo, es facilmente identificable ya que por el uso del clevenger al
separarse las fases se aprecia de manera sencilla; y por el uso de esta trampa, hace
gue sea mas eficiente y con pocas pérdidas, comparado con el arrastre por vapor.

Se evidenci6 a partir de referencias bibliogréaficas y a lo experimental, que al utilizar
maquinas mas grandes, se acelera el proceso y hay un mejor control de las mismas,
ademas de que siempre se debe realizar el secado pertinente previo al uso del IR o
CG para evitar sefiales o lecturas incorrectas del espectro. Y también, de la
importancia de conservar el aceite esencial obtenido en recipientes ambar para

proteger a metabolitos que pueden ser fotosensibles.

Con respecto al objetivo 2: “ldentificar los posibles metabolitos secundarios

presentes en el extracto del aceite esencial de las hojas y frutos del Pleodendron

costaricense por medio de pruebas cualitativas, uso del espectrofotometro IR vy

cromatografia de gases acoplada a detector de masas.”, se concluye que:

Se obtuvo un resultado positivo para la prueba cualitativa de vainillina-acido
sulfurico, lo que permitio identificar que en el aceite esencial tanto de hojas como de

frutos del P.costaricense, existe la presencia de sesquiterpenos.
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Se identificd, por medio de un analisis de espectro IR y tomando como base la
estructura del alfa-pineno, los posibles grupos funcionales como el =C-H, -C-H, C=C,
C-H», CHz para el caso de las hojas; mientras que con los frutos se sefialaron los
mismos grupos funcionales pero con dos picos adicionales, los cuales pueden
corresponder a partes de la estructura del linalool, cinnamodial, cinnamosmolida,
polygodial, mukaadial, parritadial como lo es el grupo hidroxilo y el alqueno ciclico.
Se mostraron los porcentajes de similitud obtenida en el cromatograma brindado por
el equipo de CG-MS, en el que se determind que para el caso de las dos partes de la
planta, coinciden con la literatura en cuanto sus componentes principales asi como lo
es el 1R-alfa-pineno, alfa-pineno, beta-pineno, cariofileno; y se conocid sobre otros
tres componentes que no se mencionan en estudios previos, pero que en esta
investigacion tuvieron significancia porcentual de similitud, asi como lo es el alfa-

cubebeno para ambas partes; el copaeno en el caso de las hojas y el canfeno en frutos.

Con respecto al objetivo 3: “Comparar las propiedades fisicoquimicas del aceite

esencial de las hojas y frutos del Pleodendron costaricense.”, se concluye que:

Se compararon las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de las hojas y frutos
de la especie, en la que se identificd que entre si tenian caracteristicas similares en
cuanto a la apariencia, textura, color, olor y solubilidad.

Se identifico que la diferencia entre cada uno de los aceites correspondié a su
densidad, por una diferencia de 0,08 gramos, siendo el aceite de los frutos el de mayor
valor.

Se mostro la importancia de conocer sobre estas propiedades fisicoquimicas para el
posible desarrollo de futuros productos farmacéuticos, ya que permiten identificar las
sustancias activas, conocer sobre su estabilidad, la esperable aceptabilidad del

paciente, compatibilidades con excipientes y dosificar de forma adecuada el producto.

Con respecto al objetivo 4: “Evaluar las posibles aplicaciones terapéuticas del

extracto de las hojas y de los frutos mediante pruebas antimicéticas.”, se concluye que:

Se evalu6 la actividad antimicdtica de los aceites esenciales de las hojas y de los

frutos del P.costaricense por medio de agares de sensibilidad, en los frutos se obtuvo
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halos de inhibicién con unidades de centimetros, mientras que en las hojas con
unidades de milimetros, por lo que se identifica que el que tiene mayor actividad
antimicética corresponde al de los frutos.

Se evidencid que entre las tres cepas de Candidas analizadas, en las que los aceites
esenciales tuvieron mayor actividad antimicotica fue en la ATCC 6258 Candida
krusei y ATCC 22019 Candida parapsilosis ya que con ellas se obtuvo halos de
inhibicion de 5 mm en el caso de las hojas y 0,5 cm en el de frutos; mientras que con
la Candida albicans, respectivamente, se obtuvo 3 mmy 1,5 cm.

Se identifico que el posible efecto antimicotico se debe a la presencia de
sesquiterpenos en la especie, en la que principalmente el cinnamosmolida y
cinnamodial podrian ser relevantes. Sin embargo, el arbol al tener numerosos tipos
de sesquiterpenos, lo ideal seria realizar el aislamiento de cada una de ellas y probar
el procedimiento in vitro realizado en los mismos, asi como el estudio de la actividad

antimicotica de los metabolitos identificados en el objetivo 2.
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5.2 Recomendaciones

e Interesados en el andlisis de metabolitos presentes del P. costaricense: Realizar
pruebas sobre aislar, estudiar e identificar por separado cada uno de los metabolitos
presentes, con técnicas como el UV, IR, CG, HPLC y descubrir los metabolitos, de
forma experimental, que brinda el efecto terapéutico o de lo contrario, identificar si
trabajan en sinergia.

¢ Interesados en la creacion del producto farmacéutico propuesto: Realizar las pruebas
antimicoticas o antibacterianas tomando en cuenta la cuantificacion del extracto de
aceite esencial, por medio de HPLC, necesario para poder alcanzar la inhibicion
minima de microorganismos. Y realizar distintas técnicas de identificacion del efecto
terapéutico, asi como comparar su rendimiento, de esta manera se tiene mas
informacidn y se puede identificar cual es la mas viable de realizar.

e Interesados en dar continuidad al trabajo en general: Extraer el aceite esencial por
medio de diferentes técnicas de extraccién, comparar su rendimiento e identificar
metabolitos. Realizar este proceso de diferentes partes de la especie, asi como la
corteza, las flores o frutos, los cuales no se encuentra informacion disponible o la
misma es muy escasa. Ademas, realizar pruebas fisicas y quimicas correspondientes
al tipo del producto para validar sus caracteristicas de calidad y a su vez, validar el
método de extraccion mas adecuado segun corresponda.

e COLFAR: Brindar conocimiento, oportunidades de actualizacion y mejora a los
agremiados sobre medicina proveniente de las plantas. Asi como, incentivar a los
farmacéuticos a proponer sus propios productos e innovar en los mismos, para
plantear el uso de las especies presentes en Costa Rica y, a su vez, aprovechar los
recursos presentes para posicionarse a nivel internacional.

e Ministerio de Salud: Abrir espacios en conjunto con Universidades o el COLFAR
para la educacion de estudiantes de farmacia sobre los distintos temas relacionados
con asuntos regulatorios, mercadeo, administracion y los permisos necesarios para
que su producto pueda tener crecimiento en el mercado.

e Universidad Internacional de las Américas: Realizar alianzas con otras Universidades

en cuanto al tema de investigacion, para que los estudiantes puedan tener distintas
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opciones de trabajos experimentales por préstamo de equipo disponible en ellas y
viceversa, para que de esta manera se pueda enriquecer el conocimiento cientifico,
alianzas entre las instituciones, tener una constante actualizacion de los participantes
y posicionar a la UIA como parte de las academias de alto calibre reconocida por sus
aportes en investigacion.

Estudiantes de farmacia: Aumentar el deseo por la investigacion en los diversos temas
de interés propio o colectivo, ampliar conocimientos y mostrar lo nuevo a los demés
estudiantes o publico en general.

Profesionales en farmacia: Mantenerse actualizados sobre los distintos productos
naturales que son nuevos en el mercado, ademas de recomendar al pablico interesado
en esas nuevas medicinas, las que han sido aprobadas por el Ministerio de Salud.
Osa Conservation: Establecer acuerdos con las Universidades, para que de esta
manera los estudiantes de Farmacia y carreras afines, puedan tener la oportunidad de
tener giras o acceso al lugar para que comprendan sobre la manera correcta de
recolectar las especies, su cuidado, replicacion, almacenamiento y a su vez, la
importancia de conservar de manera correcta las especies de Costa Rica, haciendo

uso de las mismas para investigacion, pero con un uso racional y controlado.
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