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RESUMEN

La medicina natural se ha aplicado haciendo uso de la actividad curativa descrita al
denotar gran aceptacion y conferirsele caracteristicas de referente e inspiracion en la
bldsqueda de nuevas sustancias 0 entes quimicos que posean propiedades farmacoldgicas en

el tratamiento de enfermedades en nuestros dias.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial del zacate limon (Cymbopogon citratus) frente a
la bacteria Sthaphylococcus aureus y establecer como una alternativa en el tratamiento de
enfermedades dermatoldgicas que pueden ser provocadas por dicho patégeno en el ser

humano.

Para el desarrollo de cada objetivo planteado en la ejecucion de procedimientos
experimentales y observacionales, se realizaron en las Instalaciones de la Universidad
Internacional de las Américas con el soporte de ensayos microbiologicos desarrollados en
el Laboratorio Microbiologico Microlabs y otras pruebas en el Centro de Investigacion en
Productos Naturales CIPRONA de la Universidad de Costa Rica.

Para la obtencion del aceite esencial del zacate limén, se aplicaron dos métodos
extractivos: arrastre con vapor Yy extraccioén con el aparato Dean-Stark, obteniéndose un
rendimiento de 1.5% y 2.6%, respectivamente. Luego, se procedi6 a la separacion y
purificacion del aceite esencial, asi como la identificacién de los metabolitos principales
presentes, se aplicd técnica de cromatografia de gases acoplado a Masas (GC-MS),
espectroscopia infrarrojo (IR), y pruebas de caracterizacion quimica para los grupos
funcionales terpenos, flavonoides, alcaloides. Los resultados fueron satisfactorios y dentro
de los principales componentes son: a-Citral con un 54.07%, B-Citral con un 33.76% vy

Myrceno con 4.92%.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se efectud aplicando el método Kirby-
Bauer, obteniéndose que la muestra diluida al 4% describe sensibilidad moderada con un
halo de inhibicion de 16mm comparado a un halo de inhibicion de 22mm para la muestra

de control positivo.
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Como fase final se procedié a la elaboracién de una forma farmacéutica de uso
topico, para ello, se elabor6 un gel antibacteriano que presentd caracteristicas
organolépticas adecuadas y corroborando su actividad antibacteriana.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del problema

El Staphylococcus aureus es un patdégeno importante en el ser humano, pertenece a
la microflora normal, se establece que la gran mayoria de personas a través de su vida
puede presentar algun tipo de infeccion que pueden producir desde condiciones leves hasta
graves, llegando incluso a comprometer la vida. Las infecciones que causa pueden ser
desde cutaneas como el impétigo, hasta sistémicas dependiendo en gran medida del estado
del sistema inmunoldgico de la persona y las circunstancias de como ingresa a los tejidos
ya sea por un traumatismo o contaminacion directa de una herida (Jawets, Melnick y
Adelberg, 2010, pp186-189).

Uno de los principales problemas que enfrenta la terapéutica actual es la resistencia
bacteriana. Como indica Al6s (2014), la resistencia se ha dado de forma creciente a los
antibidticos y se debe a su uso generalizado, muchas veces sin una prescripcion médica.
Este hecho como expresa el autor, hace urgente que se tengan que emplear otras

alternativas a futuro. Jiménez y Del Corral (2017) mencionan que:

“De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la resistencia a
antibidticos se considera una de las amenazas mas graves para la salud global. Los
antibidticos son parte esencial de la medicina moderna, su importancia se extiende
desde combatir infecciones graves, hasta prevenir infecciones en pacientes que
requieren procedimientos médicos de gran importancia como trasplante de érganos,

médula 6sea, terapia contra el cancer y tratamiento de enfermedades crénicas”.
(p-2)

El S. aureus como patégeno no es la excepcion, se ha descrito resistencia por la
produccion de betalactamasas haciéndolo resistente a muchas penicilinas, entre ellas a la
penicilina G, ampicilina, piperaciclina, ticarcilina y farmacos afines (Godman y Gilman,
2012, p1486). También, se han descrito resistencia a la nafcilina, meticilina y oxacilina; se

han aislado cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina, tetraciclinas, eritromicina,



aminoglucosidos, entre otros (Jawets, Melnick y Adelberg, 2010, p190). Se calcula que los
pacientes con infecciones por S. aureus resistente a la meticilina tienen una probabilidad de
morir un 64% mayor que los pacientes con infecciones no resistentes (OMS, 2016).

Para el control y prevencion de enfermedades por bacterias que denotan
patogenicidad, es de gran importancia lograr disminuir la carga bacteriana a nivel tdpico
para la prevencion de complicaciones; para ello, el empleo de coadyuvantes a los métodos
mecénicos como el uso de jabones en el bafio diario, son importantes para la disminucion

de la carga bacteriana local de manera profilactica.

El empleo de plantas medicinales como alternativa médica se mantiene vigente,
dado que son fuente de potencial accion farmacoldgica, asi mismo, al ser productos
procesados o derivados naturales esto le confiere una aceptacion y confianza por parte de
los pacientes, con ello se permite una mayor adherencia a posibles tratamientos en
comparacion con tratamientos convencionales disponibles los cuales, en muchos casos, no

son de gran aceptacion.

Una gran cantidad de plantas o extractos disponen de estudios con evidencia o
respaldo cientifico y que se han descrito su empleo dentro de la etnofarmacologia. El aceite
esencial extraido de las hojas de Cymbopogon citratus (zacate limén) se han descrito
propiedades, tales como: anti-inflamatorias, antieméticas, antidiarreicas, antifingicas,
antifilariasis, antiamebiano, antibacteriales y antioxidantes entre otros (Shah, Shri,
Panchal, Singh, Mann, A, 2011, p.5-6).

Por lo expresado anteriormente, la presente investigacion presenta como principal
interrogante: ¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de cymbopogon

citratus (zacate limon) sobre cepas de Staphylococcus aureus?

Hipotesis

El aceite esencial de cymbopogon citratus (zacate limon) posee efecto inhibitorio in

vitro sobre el crecimiento en cepas de Staphylococcus aureus.



Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de cymbopogon

citratus (zacate limén) en cepas de Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos

Realizar la extraccion del aceite esencial de zacate limén mediante el método

arrastre con vapor y el método de extraccion con el aparato Dean Stark.

e Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de cymbopogon citratus
(zacate limon) en el crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus, mediante el

método Kirby-bauer por medicion de halos de inhibicion.

o Identificar la presencia de los metabolitos activos en el aceite esencial de zacate

limon.

e Elaborar una forma farmacéutica de aplicacion tépica con accion antibacteriana a

partir del aceite esencial de zacate limon.

Justificacion

La medicina natural desde tiempos ancestrales se ha aplicado haciendo uso de la
actividad curativa descrita para un sinnimero de plantas. Estas denotan gran aceptacion en
la poblacién por lo que se le han conferido caracteristicas de referente e inspiracion en la
busqueda de nuevas sustancias o entes quimicos que posean propiedades farmacologicas en

el tratamiento de enfermedades en nuestros dias.

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que los remedios herbales y
algunos derivados de las plantas son el tipo de terapia mas frecuente en todo el mundo. Se

estima que mas de un 80% de la poblacion mundial usa preparaciones herbales para el



mantenimiento primario de la salud, dado que estos son tratamientos de bajo coste y de
amplio acceso para la poblacion de bajos recursos (Informe OMS Estrategia de la OMS
sobre medicina tradicional, 2013, p.16).

Los productos extraidos de plantas tienen importantes aplicaciones en la medicina
moderna. Entre otras, son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia
prima para la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura
quimica de sus principios activos puede servir de modelo para la elaboracion de drogas
sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxondémicos en la

busqueda de nuevos medicamentos (Akerele, 1993, parr. 3-4).

La farmacoterapia, actualmente, disponible para tratar infecciones bacterianas
describen un creciente desarrollo de resistencia antibacteriana, esto producto de una
practica inadecuada y uso desmedido por parte del personal en salud y de los pacientes
(OMS, 2016). Asi mismo, los efectos secundarios en su aplicacion que son descritos en la
literatura han hecho que se vuelva conveniente el observar a los productos de origen

natural como una opcion.

La relevancia social del presente trabajo empieza porque como indican Jiménez y
del Corral (2017, p.22), existen en este momento una creciente resistencia de las bacterias,
a los tratamientos sobre todo los antibidticos. Ademas de esto el precio de los
medicamentos de referencia farmacoldgica en su gran mayoria como dice Jiménez (2011),
son elevados a nivel de los consumidores que acuden a las farmacias privadas esto

significa una carga econdémica considerable.

Asi se puede establecer que un medicamento basado en producto natural de este tipo
es funcional porque tendria dos beneficios: por un lado, disminuir la creciente resistencia
bacteriana que se origina producto del uso desmesurado de otros medicamentos, y por otro,
posibilita un acceso para los consumidores. Los autores Oliveira, Velazquez y BermUdez

(2005) manifiestan que:

“Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en
desarrollo. Aungue no existen datos precisos para evaluar la extension del uso

global de plantas medicinales, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
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estimado que mas del 80% de la poblacion mundial utiliza, rutinariamente, la
medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud y
que gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de
plantas o sus principios activos (Akerele, 1993; Sheldon et al., 1997; Shrestha y
Dhillion, 2003; Katewa et al., 2004). De acuerdo a la OMS, 1979, una planta
medicinal es definida como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que
pueden ser empleadas para propositos terapéuticos o cuyos principios activos

pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos “(p.18)

Costa Rica por su ubicacion geogréafica, riqueza hidrica y biodiversidad dispone de
una gama de posibilidades para la investigacion de plantas como lo es la fitoquimica y sus
actividades potenciales en las ciencias médicas, las implicaciones practicas y valor tedrico
de la presente investigacion es la de proveer de informacion cientifica relevante que pueda
establecer con evidencia experimental de una posible indicacion para extractos de aceite
esencial de una planta como Cymbopogon citratus (zacate limon), asi mismo, respaldar o
confirmar uno de los usos de un remedio descrito por la ethofarmacologia como lo es su

actividad antibacteriana.

El Cymbopogon citratus es una planta muy utilizada en la medicina tradicional ya
que se le confieren propiedades medicinales actuando en el sistema digestivo como
antiespasmadico, carminativo, sobre el sistema respiratorio como antiasmatico, en piel y
mucosas como antibacterial, analgésico y antimicotico (Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-
Chungag y Oyedeji, 2015, p7445). Asi mismo, Shah, Shri, Panchal, Singh y Mann (2011,
p.5-6), describen propiedades adicionales como anti-inflamatorias, antieméticas,
antidiarreicas, amebicidas y antioxidantes que indica que los extractos de esta planta
poseen muchos usos con implicaciones practicas para el desarrollo de un sinnimero de
posibles tratamientos farmacoldgicos en las areas descritas. La conveniencia del presente
trabajo es la de determinar si los extractos de la planta medicinal de zacate limon denotan

actividad antimicrobiana especifica en el crecimiento del S.aureus.

Aunado a ello, el clima de Costa Rica denota condiciones apropiadas para el
desarrollo de cultivos extensivos como lo es el zacate limdn, facilitando de esta manera el

potencial del desarrollo y diversificacion en la industria agropecuaria, creando valor
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agregado y haciendo uso del capital humano costarricense con formacion especializada en
ciencias de la salud y ciencias naturales para la produccion de productos con actividad
farmacoldgica como lo son los derivados de plantas medicinales.

Berger y Stephen (2017), establecen que el impétigo contagioso, impétigo vulgar o
impétigo ampollar se encuentra catalogado dentro de los principales cuadros de
enfermedades dérmicas, es una infeccion de la piel, benigna, contagiosa. Se caracteriza por
la presencia progresiva de ampollas que son reemplazadas por pustulas que se desecan con
mucha rapidez formando “costras’ que recubren la erosién puramente epidérmica. Es
causada por bacterias del género Streptococcus y Sthaphylococcus siendo de esta Gltima el
S. aureus el que mas a menudo que puede ser encontrado en nifios con impétigo de todas

las edades, asi como en poblacién adulta.

Se describe que una de las principales complicaciones de esta infeccion es la
glomerulonefritis, conllevando a un estado patolégico que puede comprometer seriamente
la funcion renal del paciente. La relevancia del presente estudio permite establecer una
alternativa terapéutica para el tratamiento de infecciones que pueden ser provocadas por

esta bacteria en caso de demostrarse su actividad antibacteriana y antiséptica.

A nivel metodoldgico el presente trabajo de investigacion permitird establecer
posibles alternativas de procedimientos extractivos adecuados para la obtencién de aceite
esencial de zacate limon. De esta forma se realiza un estudio in vitro para determinar el
efecto inhibitorio que poseen los extractos obtenidos de las hojas de zacate limon

(Cympobogon citratus) sobre cepas de Staphylococcus aureus.



Antecedentes

Tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo como es el caso de Costa
Rica ha ido en aumento el uso de plantas medicinales o sus derivados (Garcia, 2001,
parrafo 1). La terapia con plantas medicinales representan cerca del 25% del arsenal de
prescripciones medicas de los paises industrializados y el 80% de arsenal en los paises en
desarrollo por lo que, en la actualidad, se ha visto el interés cientifico y en la comprobacién

cientifica de las propiedades atribuidas a las plantas medicinales (Informe OMS, 2016).

En 1978, la OMS establece la integracion de los remedios tradicionales de eficacia
comprobada en las politicas farmacéuticas y de reglamentacion para los paises, siendo los
Ministerios de Salud de cada pais los que deben realizar la aprobacion de los remedios
derivados de vegetales, asi mismo la prohibicion del empleo de productos que denoten

toxicidad o van en perjuicio o detrimento del paciente (Garcia, 2001, parrafo 4).

Para 1989, se reconoce la importancia de los medicamentos herbarios en la salud de
los individuos y de las comunidades y de esta forma se establece que los paises necesitan de
informacion actualizada y autorizada sobre las propiedades beneficiosas y posibles efectos

de medicamentos herbarios.

Siguiendo esta linea, el Ministerio de Salud de Costa Rica, en 1997, conformé una
comision interinstitucional e interdisciplinaria para la elaboracion de un documento que
permitiera cumplir con las pautas que ha dictado la OMS en torno al tema y de esta forma
brindar seguridad y proteccion a la poblacidn, asi en el diario oficial La Gaceta N 72-98 del
miércoles 15 abril 1998 se publica un primer decreto N 26782-5 denominado “Reglamento
para la industrializacion, inscripcion, comercializacion y publicidad de preparaciones con
base en recursos naturales con forma farmacéutica y tisanas”, éste describe los requisitos
para la comercializacion de los productos de origen natural. Con esto se inicia un nueva
etapa en el pais para el empleo de productos naturales con actividad farmacologica, de
forma tal que se tenga acceso a un sinnimero de indicaciones que han sido descritas en la

literatura cientifica para plantas medicinales (Garcia, 2001, parrafo 5).



Otro hecho de relevancia histérica sobre las plantas medicinales es que la
Universidad de Costa Rica mediante su Vicerrectoria de Investigacion, crea el Centro de
Investigacion en Productos Naturales (CIRONA) en el afio 1979; dicho centro
investigativo e interdisciplinario trabaja en colaboracion con otros centros de investigacion
e Instituciones Puablicas, tales como: Escuela Ingeniera Quimica, Instituto de Desarrollo
Agrario (IDA), Departamento Quimica Universidad Nacional y el Centro de Promocién de
exportaciones (CENPRO), varios centros de investigacion internacionales entre otros.
Desde entonces es participe activo en la creacion de informacion cientifica sobre plantas
con usos medicinales, sus metabolitos y otros; asi mismo, ampliaron las areas
investigativas para cubrir estudios sobre productos de fermentacion, sintesis (Sitio web
CIPRONA, 2017).

El Instituto de Biodiversidad INBIO fue fundado en el afio 1989, con el objetivo
que fuese prioritaria la busqueda de conocimiento de la diversidad bioldgica, asi como la
vinculacion con el desarrollo sostenible dado que, Costa Rica como pais ejemplo en
desarrollo sostenible, no disponia hasta ese momento de una Institucion que vinculara la
necesidad de crear informacién y potencial de la biodiversidad costarricense (INBIO,
2017). La funcion del INBIO en el campo de la conservacion complementada con
mecanismos innovadores se promueve el conocimiento y uso racional de la biodiversidad
costarricense. Dicha Institucién entre muchas de sus lineas investigativas desde su creacion
trabaja en la seleccion, identificacion de metabolitos presente en la biodiversidad de Costa
Rica.

Internacionales

En la elaboracion del presente apartado, se procedio a realizar investigacion en
bases de datos disponibles: OPAC, EBSCO, SCIELO, COCHRANE, MEDLINE,
PUBMED, PUBCHEM encontrandose un total de diez trabajos internacionales que, a

continuacion, se describen:



Morillo (2017), realiza un estudio en Ecuador sobre el “Efecto inhibitorio del aceite
esencial de Cympobogon citratus en diferentes concentraciones sobre la cepa de
porphyromona gingivalis, se indica que la poblacidn rural y urbana ha utilizado esta planta
para aliviar una serie de enfermedades en América Latina; expresa que el propdésito de este
estudio in vitro es determinar el efecto inhibitorio del aceite esencial de Cympobogon
Citratus (zacate limon o hierba luisa) en diferentes concentraciones sobre la cepa de
Porphyromona gingivalis mediante el Método de Kirby-Bauer (método de difusion en

agar).

La obtencidn de los aceites se realizd mediante la técnica de destilacion por arrastre
de vapor utilizando DMSO (Dimetilsulféxido) como solvente, los extractos se concentraron
al 50%, 75% y 100%. Los resultados obtenidos fueron analizados con la prueba de Kruskal-
Wallis y U Mann Whitney con las que se puede concluir que existieron discrepancias de
acuerdo con el grupo de estudio, el aceite de Cympobogon citratus (hierba luisa) al 100%
presenta valores de inhibicién altos comparados con las otras concentraciones, y los valores

mas altos de inhibicidn son para Clorhexidina al 0,12%.

Valdés (2017), realizd un trabajo en Argentina en donde estudia el uso del
Cymbopogon citratus para combatir el pulmén verde del durazno Myzus persicae, por su
dificultad para ser controlado cuando se trata cultivos horticolas bajo cubierta,
generalmente, se realiza por plaguicidas sintéticos convencionales que causan residuos
toxicos. Sus efectos se comprobaron junto con los de los aceites esenciales de laurel
(Laurus nobilis), teniendo en cuenta sus costos de uso. Se indica que para el objetivo
especifico de esta tesis, se condujo un ensayo en un cultivo ya implantado de Lactuca
sativa (lechuga) bajo cubierta, y se realizaron aplicaciones, tanto de aceites esenciales como
del plaguicida de sintesis utilizado por el productor en el marco del manejo convencional
que él mismo realizaba. Al final concluye que los dos tipos de aceitas son Utiles para
combatir la plaga, pero econémicamente incrementan en 50% el costo en comparacion con

los insecticidas sintéticos, aunque existe el beneficio para el ambiente.

Zulfa, Chia, Rukayadi (2016), realizan un estudio para evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos obtenidos de Cymbopogon citratus contra patégenos que

pueden ser trasmitidos en alimentos; para ello establecen el empleo de productos naturales
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con accion preservante para lo cual usan extractos metandlicos de zacate limén los cuales
son testificados contra los patdgenos: Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Los ensayos de susceptibilidad usados son: concentracién minima inhibitoria (MIC)
y la concentracion minima bactericida (MBC) o minima concentracion fungicida (MFC);
para su evaluacion se usan las técnicas de microdilucion descritas por el Instituto para la
Estandarizacion de Laboratorios Clinicos (CLSI). Entre los principales resultados se obtuvo
que los extractos de C.citratus mostraron actividad antimicrobiana contra: B. cereus, E.coli
0157:H7, K. pneumoniae, S. aureus y C. albicans con una zona de inhibicion de 12mm,
7,5mm, 11mm, 10mm y 9mm respectivamente. Con los resultados obtenidos se demuestra

que los extractos de C. citratus pueden ser usados como agentes antimicrobianos.

En esta misma linea, se tiene las publicaciones realizadas por Almeida, Akisue,
Cardoso y Junqgueira (2013), en la que se efectia un estudio sobre la actividad
antibacteriana y antimicotica del C. citratus del cual se obtienen resultados concluyentes y
afirmativos sobre su actividad antibacteriana-antimicotica. Otro estudio publicado con
similar enfoque llevado a cabo por Balachandar, Sadayan y Abimanan, 2014 donde realiza
una evaluacion del extracto de C. citratus obtenidos con distintos solventes para evaluar la

actividad antioxidante y antibacteriana contra agentes patégenos en humanos.

Asi mismo, se tiene una publicacion por Mohd, Bashir, Ebenezar y Javid (2010),
en el cual se evalla la actividad antibacterial del extracto de C.citratus contra una grupo de
agentes patégenos en humanos: B. cereus, B. subtilis, E.coli, S. aureus, P. aeruginosa
usando el método de difusién en agar y de dilucién, asi mismo, se determiné la minima
concentracion inhibitoria (MIC) y minima concentracion bactericida (MBC) por el método
de dilucién, paralelamente se evalla la susceptibilidad antibidtica usando el métodos de
difusion de discos. Del estudio se concluye que para todos los patdgenos exceptuando
P.aeruginosa mostraron sensibilidad al extracto de aceite esencial, siendo de esta manera

efectivo contra microorganismos que denotan resistencia antibacteriana.

Zambrano (2015), realiza la investigacion “Estudio farmacogndstico y composicion

proximal de Cymbopogon citratus (Hierba Luisa), Melissa officinalis (Toronjil) y Lippia
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citriodora (Cedrdn) proveniente de las Provincias EI Oro y Azuay, Ecuador”, en dicho
estudio se indica que se utilizaron aproximadamente 500g de droga de cada especie que se
encuentran en las Provincias de EI Oro y Azuay, como parte de la investigacion se realiza
un estudio fitoquimico de los extractos acuosos de cada especie. Los resultados obtenidos
de algunos de los parametros determinados (humedad, cenizas, proteinas, lipidos o grasas)
fueron sometidos a un analisis estadistico ANOVA, y las caracteristicas organolépticas
(color, textura, olor) del polvo fino de las hojas fueron casi similares entre si.

Un estudio realizado por Avoseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh, Chungag y Oyedejo,
(2015) se hace una revision bibliografica sobre la etnofarmacologia del Cymbopogon
citratus. La evidencia etnofarmacologia muestra las propiedades que justifica su empleo en
control de plagas, potencial de drogas con actividad antitumoral-quimioterapéutico, asi
como usos en cosméticos y actividad antiinflamatoria. En dicho estudio se emplea la
composicion quimica como biomarcador para su identificacion y clasificacion, se describe
un sinnimero de usos farmacoldgicos. El trabajo publicado permite establecer que las

distintas especies de Cymbopogon denotan un potencial econémico.

Nadjub, Amine, Kameli, Saidi, Tchoketch (2014), realizan un estudio sobre los
efectos antifungicos y anti-inflamatorios del extracto de C.citratus sobre cepas de C.
albicans, C.tropicalis, Aspergillus niger mediante la medicién de los halos de inhibicion a
distintas concentraciones de extractos los cuales fueron identificados mediante la técnica de
cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de masas. Los dos principales
componentes del extracto fueron: geranial un 42,2% vy neral 31.5%. Para la actividad
inhibitoria, emplearon discos de difusion impregnados de la esencia y métodos de difusion
por vapor, se encontré un mayor efecto al aumentar la cantidad de extracto aplicado en los
discos, en el estudio se determind que la mayor actividad antifungica contra el género

Céndida fue observado en la fase de vapor.

Para la evaluacion de la actividad anti-inflamatoria se administraron via oral dosis
de 10mg/kg del extracto a ratones de que presentaban edema inducido por carragenina
comparado con dosis de diclofenaco 50mg/kg, usado como control positivo en el ensayo,
los resultados mostraron actividad anti-inflamatoria dosis-dependiente, paralelamente se

evalla el efecto anti-inflamatorio topico del extracto en cantidades de 5 a 10 pL en edema
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de oreja inducido por aceite de croton aplicado, se determind que entre un 62,5% y 75% de
los ratones se redujo significativamente la inflamacion con lo cual se establece su actividad

anti-inflamatoria.

Un trabajo realizado por Soares, Alves, Pires, Beatriz, Oliveira,Vinha (2013), se
evalud los efectos de los solventes: agua, metanol y etanol en el proceso de extraccion de
componentes con actividad anti-oxidante presentes en las hojas de C. citratus. Asi mismo,
se evalua la composicion fitoquimica, el estudio revel6 la presencia de flavonoides, taninos
y terpenoides en todos los extractos, los extractos metandlicos denotaron la presencia
adicional de alcaloides y esteroides. Para evaluar la actividad antioxidante, se hacen
ensayos de barrido de DPPH, NO, H,0, con potencia reductiva. Los extractos acuosos

denotaron una actividad antioxidante superior a los etanolicos y metandlicos.

Un trabajo realizado por Matasyoh, Wagara, Nakavuma,,Kiburai (2011), se evalla
la actividad antimicdtica del extracto de zacate limon en cinco especies diferentes del
genero Aspergillus: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus los resultados fueron satisfactorios y
concluyentes para las cinco especies de hongos, teniéndose una concentracion minima

inhibitoria en el rango de 15 a 118 mg/mL.

Nacionales

En la elaboracién del presente trabajo de investigacion, se procedié a realizar
basqueda de informacién en bases de datos disponibles, asi como en los portales virtuales
de las Universidades Estatales: Universidad de Costa Rica (SIBDI), Universidad Nacional
(SIDUNA), Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (SIBITEC), Universidades Privadas:
Universidad de Iberoamérica UNIBE, Universidad Latina de Costa Rica ULATINA,
Universidad de Ciencias Médicas UCIMED y en la Universidad Internacional de las

Americas UIA para un total de cinco trabajos nacionales, que a continuacion, se describen.
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En la Universidad Iberoamericana (UNIBE) se encontraron tres trabajos de
investigacion relacionados con el aceite esencial del C.citratus que, a continuacion, se

realiza la descripcion.

Un estudio hecho por Aguilar y Gutiérrez (2009), realizan un trabajo de
investigacion sobre la accion larvicida de los aceites esenciales de Ocimun basilicum
(Albahaca) y del Cymbopogon citratus (zacate limén) para combatir el Aedes aegypti o
dengue, en dicho trabajo se realiza la extraccion del aceite esencial de ambas plantas por la
técnica de maceracion con solventes isopropanol-agua en el caso del aceite esencial de
zacate limon e isopropanol en albahaca, estableciéndose como proposito la identificacion
de los componentes principales de ambos aceites esenciales mediante la técnica de
espectroscopia infrarrojo para grupos funcionales y cromatografia de gases-espectroscopia
de masas para los principales compuestos de cada planta. Posteriormente, se realiza ensayos
de laboratorio con la colocacion de trampas en condiciones apropiadas para la
supervivencia de las larvas del insecto y se aplica en forma directa el aceite esencial de
ambas plantas con el objetivo de medir la acciéon larvicida de los aceites esenciales,
obteniéndose resultados satisfactorios y concluyentes.

Campos y Wing (2009), realizan un trabajo en el que se establece el uso de
Cymbopogon citratus para la obtencion de oa-iononas los cuales son precursores de
productos farmacéuticos y perfumes. Para ello, se extrae el principal componente del aceite
esencial: citral principal precursor de iononas y éstas son muy usadas en la industria

farmacéutica para produccioén de vitamina A, asi mismo, en la produccién de fragancias.

La extraccion del aceite esencial se empled el método de arrastre con vapor con
posterior purificacion usando cromatografia de capa fina y de columna, obteniéndose el
precursor para las reacciones de sintesis, paralelamente realiza la identificacion por
cromatografia de gases-espectrometria de masas. Las iononas se obtuvieron en dos pasos de
sintesis: hidrogenacion de acidos insaturados y asi obtener aldehidos, en segundo paso de
sintesis la reaccion de condensacion que produce la protonacion, dando asi un
hidroxialdehido que en condiciones de calor se deshidrata perdiendo un grupo hidroxilo y

un hidrégeno de carbonos adyacentes logrando obtener la molécula a-iononas.
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Rodriguez (2008), realiza una investigacion para obtencion de un insecticida natural
a partir de Cymbopogon citratus, en dicho estudio se evalUa la actividad insecticida contra
en zancudo Aedes aegypti, para ello extrae el aceite esencial mediante el método de arrastre
con vapor con posterior identificacion el aceite, usando espectroscopia infrarrojo y
cromatografia de gases-espectrometria de masas los cuales fueron comparados con una
base de datos de 62320 estructuras que ofrece el equipo usado para tales efectos. Se
realizan trabajo de campo donde se crearon trampas bajo condiciones ambientales y habitat
que facilitaron la reproduccién del insecto y se efectla la aplicacion del producto de modo
directo al vector con el objetivo de medir la efectividad insecticida del aceite esencial. Los

resultados fueron satisfactorios y concluyentes.

Adicionalmente, se mencionan dos trabajos que pueden tener relacion en el enfoque
de estudio: Vargas (2016), realiza un trabajo final de graduacién en el cual evalla las
propiedades antibacterianas de dos preparados farmacéuticos tdpicos a partir del extracto de
propdleo de abeja; en este trabajo de investigacion la metodologia empleada consistié en la
elaboracion y observacién de procedimientos experimentales de laboratorio donde se aplic
métodos quimicos de extraccion, identificacion de componentes activos presentes en el

propdleo y la elaboracidn de dos preparados o formas farmacéuticas de uso tdpico.

Asi mismo, se evalla la accion antibacteriana mediante ensayos microbiol6gicos
gue demostraron la capacidad antibacteriana de las formulaciones creadas. Las técnicas de
identificacion de los componentes mas relevantes se usé la técnica espectroscopica
infrarroja (IR), se realizd las pruebas de fitoquimica o quimica liquida la reaccion de
Shinoda, Molish, Cloruro Férrico y medio &cido las cuales dieron positivas. Para la
elaboracion de las dos formas farmacéuticas se establecio hacer un gel y un enjuague bucal.
Para la demostracion de actividad antibacteriana, se realizd pruebas antibiogramas para
verificar la sensibilidad del extracto de propoleo frente a Staphylococcus aureus, donde los
resultados fueron positivos con la presencia de halos de inhibicion que reflejaron el poder

bacteriostatico del extracto de propdleo incorporado en los productos topicos.

En la Universidad de Costa Rica, se encontrd en sus bases de datos un trabajo de
investigacion relacionado con extraccion e identificacion de aceite esenciales. Ciccio

(1996), elabora la investigacion “Aceites esenciales de las hojas y de los frutos verdes de
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Drimys granadensis (Winteraceae)”, como resultados se obtuvieron los aceites esenciales
de las hojas y de los frutos verdes de Drimys granadensis, mediante el procedimiento de
hidrodestilacion, con rendimientos de 0.5 y 0.2% (volumen por peso de material fresco)
respectivamente. La composicion de los aceites se estudid utilizando la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-M S). Los principales
compuestos identificados fueron los monoterpenoides 4-terpineol (21.9%), sabineno
(6.6%), y-terpineno (8.3%) y oHerpineno (5.5%), ademas del sesquiterpeno germacreno D
(10.2%). En el analisis del aceite de los frutos inmaduros los principales compuestos
identificados fueron los sesquiterpenoides germacreno D (23.4%) y drimenol (10.0%).
Cuantitativamente, la composicion resulté muy diferente a la de las hojas. La mayor parte
de los compuestos no identificados (ca. 25 %) (p.1). El estudio revela que los aceites tienen
multiples componentes que interactdan, y algo muy importante, la etapa de crecimiento

influyen de forma significativa, asi como si se trata de las hojas y el tallo.

En la Universidad Ciencias Médicas (UCIMED), Universidad Latina de Costa Rica
y en la Universidad Internacional de las Américas (UIA), no se encontraron ningun tipo de
trabajo investigativo relacionado con la actividad antibacteriana del C. citratus.

Proyecciones
Dentro de las consideraciones de proyeccion del presente trabajo de investigacion se puede
mencionar:

Una publicacidn en revista cientifica de circulacion nacional en el &rea de la fitoquimica, o

bien, etnofarmacoldgica o médica.

Estudios de factibilidad econémica para la implementacién de un proceso industrializado
para la produccion de productos naturales con actividad antibacteriana-antiséptica
derivado de la planta zacate limon, brindando asi un valor agregado a la industria

agropecuaria costarricense.

Aportar informacién de caracter cientifico que sirvan de apoyo a futuras investigaciones

que se logren realizar con esta planta medicinal.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

En el presente capitulo se describen y definen algunos conceptos importantes que
son el fundamento teodrico de las variables establecidas en los objetivos, asi mismo, la
posicién teorica elegida para el analisis de los resultados. Su desarrollo se basa en una

revision de fuentes de informacion relacionadas con el tema de estudio.

Generalidades sobre la piel

Anatomia

La piel es un drgano anico en el cual un sinndmero de enfermedades o lesiones son
observables facilmente, funciona como una interfase entre los drganos internos del cuerpo y
el ambiente exterior. El sistema tegumentario como también es Ilamado consta de una capa
de tejido con un grosor que oscila entre 0,5mm ubicado en los parpados hasta 5mm en el
talon, cubre todas las superficies expuestas del cuerpo. Posee tres capas: epidermis, dermis
e hipodermis. La piel es descrita como el 6rgano mas grande del ser humano ocupando
aproximadamente 2 metros cuadrados (Mcphee, 2014, p183). En la figura 1, se logra

apreciar las distintas partes de la piel.

La capa mas externa llamada epidermis protege a la piel contra la pérdida de agua y
sirve de escudo protector contra la invasion de microorganismos que pueden causar
enfermedades. La piel posee estructuras de anexos como las unidades ecrinas, que exudan
sudor, unidades foliculosebaceas que producen pelo y aceites que lubrican la superficie de
la piel evitando la resequedad o dafio alguno, éstas estan ubicadas en la dermis que
corresponde a la segunda capa. Dentro de la dermis los vasos sanguineos nutren la piel de
sangre con células sanguineas y agentes que protegen contra la invasién de microorganismo
como lo son los leucocitos, la piel posee, ademas terminales nerviosas y capa de células
adiposas las cuales se agrupan y forman la hipodermis. Para fines terapéuticos,

dermatolégicos y cosmetoldgicos son de principal interés la epidermis y la dermis.
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Figura 1. Partes de la piel.

Pelo
Glandula Sebacea

Terminacion Nerviosa Libre

- Epidermis
_~Nervio
- Dermis
- Hipodermis
Vasos =
Capilares

Glandula

Sudoripara Grasa, Colageno, Microblastos

Fuente: Tomado de http://es.uhealthsystem.com/enciclopedia-

medica/derm/anatomy, Julio 2017

Fisiologia de la piel

Como lo describe Mcphee, (2011) y mencionado por Campos y Wing (2009, p52),
la piel como cubierta externa del cuerpo humano efectlia una gran variedad de funciones

entre las cuales se encuentran:
e Termorregulacion: Regula la temperatura del cuerpo el cual se lleva mediante

alteraciones en la provision sanguinea a nivel de la piel por la evaporacion del sudor,

disipando el calor hacia el area externa que lo rodea.
e Proteccion: Protege los tejidos mas profundos contra la invasién de agentes

microorganismos patogenos, de lesiones mecanicas, pérdida excesiva de agua, lesiones
quimicas, cambios subitos de la temperatura y humedad ambiental externa, asi como de la

exposicion prolongada ante las radiaciones solares ultravioletas.

e Excrecién: La piel posee una funcion excretora complementaria a los pulmones. El
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sudor posee una diversidad de sustancias: sales inorganicas, ureas, acido Urico, amoniaco y

creatinina, que los hacen semejantes a la orina, el 99% del sudor estd compuesto de liquido.
e Capacidad sensitiva: Establece conexion con el ambiente por medio de sus

terminaciones nerviosas. Esta funcion logra llevarla a cabo por el gran nimero de

terminaciones nerviosas o receptores que posee.
e Funcion secretora: Las glandulas sebaceas de la piel secretan grasa, la cual

previene resequedad y agrietamiento de la piel, protege contra excesiva radiacion
ultravioleta y ayuda a mantener un cabello saludable. La produccién de leche mediante las
glandulas mamarias son derivados especificos de la piel.

e Funcion nutricional: En la piel se tiene el esteroide 7-dihidrocolesterol, el cual es

transformado en vitamina D cuando se expone la piel ante la luz ultravioleta, esta vitamina

participa en el proceso de absorcion de calcio en el sistema digestivo.

Lesiones dermatoldgicas

El patron de distribucion y naturaleza de las lesiones en la piel ayudan a establecer
la lista de diagnoésticos diferenciales por considerar ayudando asi lograr un diagnostico
asertivo y manejo clinico adecuado. Segin Mcphee, (2011) el conocimiento de la patogenia
y las posibles causas de las lesiones dermatologicas ayudan a simplificar la dermatologia.

Las lesiones dermatolégicas se clasifican en primarias y secundarias.

Lesiones primarias

Son aquellas que se desarrollan como resultado directo del proceso de la

enfermedad y se consideran entre ellas:
e Macula: Area plana, circunscrita donde la piel con cambio de color, posee un

diametro de hasta 1 cm, cuando el diametro es mayor a 1 cm se denomina mancha. Las

maculas hiperpigmentadas pueden estar asociadas a problemas endocrinos como
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hipotiroidismo e hiperadrenocorticismo. ElI cambio de color puede ser resultado de un

exceso de pigmento, eritema o hemorragia.
e Pépula: Elevacién pequefia y sélida de la piel, posee un didmetro menor a 1cm. Son

inflamatorias y pueden apreciarse o sentirse con la yema de los dedos. Son el resultado de

la acumulacién local de células inflamatorias y es el estado inicial de una pustula.
e Nodulo: Elevacion de la piel, es sélida con un didmetro mayor a 1cm, involucra

capas mas profundas de la piel. La superficie puede estar ulcerada, ser el resultado de
procesos neoplasicos, procesos granulomatosos cronicos, acumulacion de minerales o

displasia.
e Tumor: Masa de gran tamafio que afecta todas las estructuras de la piel hasta el

tejido subcuténeo, es una masa de tipo neoplasico, voluminoso el cual puede confundirse

con abscesos 0 quistes, para ello se debera realizar una puncion.

e Puncion: Elevacidn pequefia circunscrita de la epidermis que contiene pus, pueden
ser superficiales o profundas, de aspecto amarillento o hemorréagico.

e Roncha: Elevacién circunscrita consistente en edema dérmico. No posee limites

definidos. Posee un tamafio mayor o igual a 1 cm con coloracion rosada. Las causas mas
comunes incluyen picaduras de insectos, reacciones adversas a medicamentos y reacciones

alérgicas.

Flora bacteriana de la piel

Como lo menciona Pelczar, Reid y Chan (2011) citado por Vargas (2016), la flora
normal de la piel consiste de una variedad de microorganismos que coexisten en un
individuo sano de forma equilibrada y pacifica, la cual es adquirida tiempo después del
nacimiento y ésta se modifica constantemente durante su desarrollo; factores como la
nutricion, estado inmunoldgico, edad , higiene personal, clima y medio ambiente juegan un

papel en mantener este equilibrio, siendo predominante la presencia de bacterias, siendo
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gram positivas en su mayoria. En personas adultas mayores y nifios estos microorganismos

pueden causar enfermedades.

Dentro de la flora microbiana gram-positiva normal se tiene del género
Staphylococcus spp: S. epidermidis, y en menor grado S. aureus, S. pyogenes, asi mismo:
Corynebacterium spp, Propionibacterium acnés, Micrococcus spp y Micobacterium. El
estafilococos aureus se encuentra principalmente en regiones como las axilas, comisuras,

ingle, perineo y se relaciona principalmente con infeccion de heridas (p.441).

Estafilococos

Los autores Jawetz, Melnick y Adelberg (2011), mencionan que los estafilococos
son un género de bacterias gram positivas con morfologia esféricas los cuales se disponen
en forma de “racimos” irregulares parecidos a un ramo de uvas, estos describen un
desarrollo rapido gracias a su gran actividad metabdlica dado que son capaces de provocar
fermentacion. Las especies patdgenas suelen producir hemolisis, es decir, destruccién de
hematocitos, coagulan el plasma y principalmente producir toxinas que son dafiinas. Dentro
del género existen 40 especies de las cuales el S. aureus es un patégeno importante en el ser
humano (p199).

Se menciona que estos crecen rapidamente en medio de cultivo bajo condiciones
aerobias y se desarrollan con mayor rapidez a una temperatura de 37°C. Son capaces de
producir catalasa, acido lactico, pero no asi gas, son termoresistentes, y sobreviven en
condiciones como baja humedad, soluciones isotonicas de cloruro de sodio al 9% entre
otras (p.199).

Fuentes, prevalencia y factores de virulencia

Segun Jawetz, Melnick y Adelberg (2011), el S. aureus produce una gran variedad
de proteinas que contribuyen a su capacidad para colonizar y causar enfermedades en el ser
humano, casi todas las cepas de S.aureus producen una grupo de enzimas y citotoxinas

dentro de éstas hay cuatro hemolisinas: alfa, beta, gamma y delta, nucleasas, proteasas,
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lipasas, hialuronidadas y colagenasas, la funcion principal de estas proteinas es la de
degradar los tejidos locales del huésped para convertirlos en nutrientes de las bacterias
(p.203).

Caracteristicas del Sthaphylococcus aureus

Jawetz, Melnick y Adelberg (2011) mencionan que el S. aureus posee dos
componentes en la pared celular: del &cido lipoproteioo el cual juega un papel en la
adherencia, mientras que la parte covalente del peptidoglicano se une a las proteinas con
funcién de adhesinas. La mayoria de los estafilococos produce catalasa (enzima capaz de
desdoblar el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre); caracteristica que se utiliza
para diferenciar el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus que
son catalasa negativo.

S. aureus crece bien en medios de cultivos no selectivos, como el agar sangre, agar
chocolate, cerebro, corazén, infusion agar (BHI, por sus siglas en inglés) y medios liquidos
para hemocultivo, donde se recupera facilmente. Se debe usar un medio selectivo en
muestras clinicas donde hay bacterias Gram negativas junto con S. aureus. El
Staphylococcus aureus produce infecciones, tanto en la comunidad como a nivel
intrahospitalario. En la comunidad, las infecciones por S. aureus, por lo general, son
agudas, piogénicas y superficiales, de igual manera, se pueden producir cuadros mas
complicados como meningitis, peritonitis, osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda. A
nivel nosocomial, S. aureus es un importante agente de infecciones de herida quirdrgica, y
de protesis.

Jawetz, Melnick y Adelberg (2011) mencionan que el principal reservorio de S.
aureus es el ser humano, detectandose en los pacientes sanos, muy comunmente en las
fosas nasales, asi como en los pacientes infectados. La colonizacion puede asentar sobre la
mucosa nasal, orofaringe, epidermis integra, Ulceras cronicas cutaneas, heridas en fase de
cicatrizacién o en la uretra de portadores de sonda.

Ademas, posee una gran capacidad para sobrevivir en un ambiente adverso y, por la
accion de sus determinantes de patogenicidad (capsula mucoide polisacarida, componentes

antigénicos de la pared, produccion de enzimas como catalasa, coagulasa, hialuronidasa,
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estafiloquinasas, lipasas, B-lactamasas, o la secrecién de diversas toxinas como la exotoxina
epidermolitica, enterotoxinas o la toxina del sindrome de shock tdxico), acaba produciendo

infeccioén.

Infecciones producidas por S. aureus

Segun lo menciona Castafion (2012, pp79-80), el Staphylococcus aureus es una de
las principales causas de infecciones adquiridas en la comunidad y a nivel hospitalario los
cuales pueden dar lugar a graves consecuencias. Las infecciones nosocomiales por S.
aureus pueden provocar bacteremias y afectar la piel (impétigo) , los tejidos blandos y el
tracto respiratorio inferior, se le ha descrito como el responsable de bacteremias asociadas a
catéteres venoso, asi como a neumonias. También, puede provocar graves infecciones como
endocarditis y ostiomielitis.

Ademas de las infecciones mencionadas anteriormente, esta bacteria es a menudo
responsable de enfermedades mediadas por toxinas, tales como sindrome de chogue toxico,
sindrome de la piel escaldada y enfermedades trasmitidas por alimentos. Los pacientes
hospitalizados estan particularmente expuestos a infecciones por S. aureus debido a que su

sistema inmune se encuentra comprometido

Como lo menciona Porth (2014), cuando las bacterias patdgenas invaden la piel se
puede desarrollar infecciones superficiales o sistémicas, las infecciones cutaneas
bacterianas se clasifican con frecuencia como primarias o secundarias, las primarias son
superficiales como el impétigo o el ectima, las infecciones secundarias corresponden a

infecciones cutaneas mas profundas como las Ulceras infectadas o celulitis (p.1546).

Pruebas de laboratorio para diagnostico de infecciones bacteriana por S.aureus

Muestras: Jawetz, Melnick y Adelberg (2011), describen que en muestras de liquidos
corporales, tales como: liquido cefalorraquideo, pus, sangre, aspirado de la traquea se
pueden usar para realizar las pruebas de laboratorio en la identificacion del agente patdgeno
(p.203).

22



Frotis: Los estafilococos se observan como cocos en racimos al microscopio, aplicando la

tincion de gram se clasifican como gram-positivos (p.203).

Cultivo: Los autores describen que las muestras se siembran en placas de agar sangre que al
término de 18 horas y con una temperatura de incubacién de 37°C se originan colonias. El
S.aureus se caracteriza por fermentar el manitol por lo que es posible el uso de otro tipo de
medio de cultivo a base de sal-manitol y se puede usar la identificacion del microorganismo

en cuestion (p.204).

Prueba de catalasa: Los autores mencionan que se coloca una gota de una solucion de
perdxido de hidrogeno al 3% en un portaobjetos y se le aplica una muestra de la colonia de
las bacterias, se empiezan a formar pequefias burbujas en la muestra observada indicando

de esta manera que el resultado es positivo (p.204).

Pruebas de sensibilidad a los antibioticos (PSA) y concentracién minima inhibitoria
(CMI)

Segun lo descrito por Clinical Laboratory Standars Institute CLSI (2017), una
bacteria es sensible cuando ha generado un halo de inhibicion de entre 30mm y 35mm de
didmetro, de la misma forma se describe como regla general que una cepa es resistente
cuando genera halos de inhibicidbn menores a 15mm. Debido a la creciente resistencia
bacteriana, esta prueba de sensibilidad a los antibioticos es la que establece a cual o cuales
sustancias con actividad antibacteriana presenta sensibilidad una bacteria determinada y en
qué proporcion lo hace. Mediante la aplicacion de este ensayo es posible establecer cuales
sustancias antibacterianas son efectivas y permite determinar la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI). Con ello se puede establecer que la CMI es la minima concentracién de

una sustancia que logra inhibir el crecimiento y desarrollo de una bacteria especiifica.

La CLSI (2017) describe que suele emplearse dos técnicas para determinar la CMI:
el método de difusion en agar y la dilucidn en caldo o agar. La técnica de dilucion en caldo
0 agar consiste en someter a crecimiento la bacteria en estudio en un tubo de ensayo que

contiene el medio de cultivo en la cual puede desarrollarse el microorganismo (p53).
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Dentro de cada tubo se adicionan de manera ascendente distintas concentracion de
la sustancia en estudio con actividad antibacteriana, la concentracion a la cual no se genere
crecimiento bacteriano se toma como la concentracion minima inhibitoria (CMI). De la
misma forma es posible obtener la concentracién minima bactericida o CMB la cual es la

concentracion a la cual se tendrd muerte de las bacterias en estudio (p53).

El método de difusion en agar es ampliamente usado por su facilidad, seguridad de
manejo, bajo costo y preparacion. Esta consiste en depositar en la superficie de una placa
de agar previamente inoculada, discos de papel de didmetro especifico impregnados de
cantidades conocidas de la sustancia con actividad antibacteriana en estudio. Al colocar los
discos la sustancia impregnada difunde al medio de cultivo donde a partir de 24 horas
posteriores se puede observar que puede 0 no aparecer alrededor de los discos lo que se

conoce como “halos de inhibicion” (p56).

Se menciona que la medicion del halo de inhibicién que se ha generado es otra
técnica para determinar la CMI. La interpretacion que se le debe dar al halo de inhibicion es
a tres niveles distintos: sensible (S), intermedio (I) y resistente (R). Para realizar este
ensayo, se recomienda el uso del medio de cultivo Mueller-Hinton para pruebas de
sensibilidad o antibiograma. El halo de inhibicion que se genera tiende a ser circular
alrededor del disco impregnado con la sustancia, el cual posee una simetria que es
facilmente medible (p.56). La figura 2 muestra como se observa los halos de inhibicion
descritos con anterioridad en la realizacion del ensayo para determinar actividad
antibacteriana, CMI y CMB. Pueden realizarse con distintas sustancias que se impregnan en

el disco de papel y se colocan de forma tal que afecta el antibiograma.

Segun Malbran (2011) citado por Vargas (2016) el halo de inhibicion que se forma
no solo dependera de la sensibilidad bacteriana o la cantidad de sustancia con actividad
bacteriana, sino que existen factores adicionales, tales como el medio de cultivo usado, pH,
composiciodn, capacidad de difusién de la sustancia en el medio, la temperatura, velocidad

de duplicacion bacteriana, tamafio y fase de crecimiento del inoculo (p.205)
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Figura 2. Halos de inhibicion para determinar actividad
antibacteriana, CMB, CMI.

Tomado de: http://labdemicrobiologia.wixsite.com/scientist-site/blank-
ch2nw, Julio 2017.

Plantas Medicinales

Segun Mendoza (2008), las plantas medicinales son aquellas que disponen de
principios activos 0 metabolitos que pueden utilizarse en el tratamiento y curacion de
enfermedades, es bien sabido que el hombre desde la antigliedad ha experimentado con
distintos tipos de hierbas para el desarrollo y tratamientos de ciertas patologias. Entre sus
principales objetivos se tiene que: busca sintetizar compuestos de estructuras conocidas
para producir entidades que sean patentables con mayor eficacia y menos toxicidad,
emplearlas como herramientas farmacolégicas, o bien, el uso de la planta o partes de ella

como remedio medicinal, o bien, como un fitofarmaco.
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Fitofarmacos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) define a los fitofarmacos como:
“productos obtenidos por procesos tecnoldgicos adecuados en el cual se emplean materia
primas de origen vegetal, con una finalidad profiléctica, curativa, paliativa o bien para
fines de tipo diagnostico la cual se caracteriza por el conocimiento de su eficacia y de los
riesgos de su uso asi como la reproducibilidad y la constancia de su calidad. ” (Tomado de
http://apps.who.int/medicinedocs/documents/s18840es/s18840es.pdf, Octubre 2017)

Los fitofarmacos se utilizan, tanto para el cuidado de la salud asi como en la mejora,
en algunos casos serd suficiente su uso para curar una enfermedad, o bien, ser un
coadyuvante de otros medicamentos en la disminucion o alivio de sintomas. Se establece
que su principal campo de accion son las afecciones leves y moderadas, asi como en
algunas enfermedades crénicas, corresponden a una terapéutica suave, poco agresiva y con

un bajo porcentaje de efectos secundarios (Madrigal, F. 2017, pp 34).

Generalidades del Cymbopogon citratus o zacate limén

Segun lo descrito por Shah, Shri, Panchal, Sharma, Singh y Mann (2017) realizan
un estudio exhaustivo de la especie C.citratus, el cual es una planta que pertenece al
género de donde se tienen 55 especies distintas las cuales estdn presentes en las areas
tropicales de Asia, Centroamérica, Sudamérica, Africa y otras zonas tropicales del mundo.
Se caracteriza por pertenecer al grupo botanico de plantas tipo C,4 las cuales poseen tallos
rigidos, cortos con rizomas, describe un sabor y aroma citrico, las cuales pueden ser usadas
sus hojas secas o bien verdes. Su nombre deriva de las palabras griegas “kymbe” (barco) y
“pogon” (barba), refiriéndose a la disposicion en forma de espiga de la planta. Esta planta
es usada comunmente en preparados te, sopas, como especias en la preparacién culinaria de

pescados, mariscos y aves.
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Etnofarmacologia de la planta

La planta dependiendo del pais asi son los usos que se describen, a continuacion, se
hace una descripcion de estos mismos basado en lo reportado por Shah, Shri, Panchal,
Sharma, Singh y Mann (2017):

e Argentina: La decoccidn de las hojas se toman de forma oral con la bebida “mate” o

té para el dolor de garganta, como antiemético y contra el “empacho”.

e Brasil: El té de hojas es popularmente usado como antiespasmodico, analgésico,

antiinflamatorio, antipirético, diurético y sedativo.

e Cuba: La decoccion de las hojas secas es tomado de forma oral como agente

hipotensivo, catarro y para el reumatismo.

e Egipto: El extracto de hojas secas en agua caliente es tomado en forma oral como

agente antiespasmaodico y diurético.

e India: Las partes frescas de la planta es usado para repeler culebra. De dos a tres
gotas del aceite esencial en agua caliente es tomado oralmente con agua caliente
para trastornos gastricos. Para tratamiento del célera, se emplean gotas del aceite
combinado con jugo de limon. Los extractos secos de las hojas en agua caliente es
usado para dolores severos de cabeza y fiebre. El té es usado también como sedativo

del sistema nervioso central.

e Indonesia: Los extractos en agua caliente de la planta completa se emplea como

emenagogo.

e Malasia: Los extractos calientes de la planta completa es tomado en forma oral

COmMo emenagogo.

e Tailandia: Los extractos frescos de la planta se emplean como fragancia y son
digeridos como condimento. Los extractos en agua caliente de las raices secas son

tomados oralmente para la diabetes.

e Estados Unidos: Los extractos en agua caliente de la planta entera son usados en

forma topica para curar heridas y fracturas oseas.
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expectorante y depurativo.

Clasificacion taxondmica

Costa Rica: Se emplea popularmente para tratar la tos, como carminativo agente

La base de datos de plantas o Plants Database del Departamento de Agricultura de

los Estados Unidos de Norteamérica (2017), brinda la siguiente clasificacién sistematica de

la planta:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Lilliopsida

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Género: Cymbopogon Spreng

Especie: citratus

Nombres comunes

Segln lo reportado por Shah, Shri, Panchal, Sharma, Singh y Mann (2017), a

continuacidn, se describe el nombre de uso comin usado por la poblacion en diversos

paises para referirse a la C. citratus:

Brasil: Capim-cidrao, caprim-santo
Egipto: Zacate limon
Paises anglosajones: lemongrass, citronella, squinant

Etiopia: Tej-sar
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e India: Sera, verveine
e Indonesia: Sereh

e Italia: Cimbopogone
e Malasia: Sakumau

e Meéxico: Zacate limon
e Suecia: Citrongrass

e Tailandia: Ta-khrali

e Turquia: limoén out

e Estados Unidos: Citronella

Sinénimos

Segun lo reportado por Shah, Shri, Panchal, Sharma, Singh y Mann (2017), existen

otros términos usados como sinénimos para referirse al C. citratus, tales como:
e Tallos de hierba limon.

e Andropogon citratus.

Descripcion botanica y partes de la planta

Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-Chungag y Oyedeji (2015), establecen que, dentro
de las partes que se emplean se tienen las hojas y la planta entera que incluye tallo y raices.
El zacate limon es una planta del trépico que crece en aglomeraciones o racimos densos 10s
cuales pueden llegar a medir hasta 1,8 metros de altura y 1,2 de ancho, presenta rizomas
cortos. Las hojas tienen un ancho entre 1,3-2,5 cm y 90 cm de largo, las hojas son de color

verde brillante con tonalidades azuladas al reflejo de la luz solar, expele un aroma citrico
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cuando se frotan sus hojas, posee hojas simples, bordes lisos, forma lineal, venacion
paralela. La planta rara vez produce floracion, sin embargo, cuando lo hace es en forma de
paniculos. Describe inflorescencias con una longitud que va desde 30-60 cm, en forma de

racimos y espigas extendidas.

Figura 3. Partes de zacate limoén Cymbopogon citratus.

Fuente: Tomado de https://www.lasemilleria.com/Comprar/Semillas-de-
Zacate-lim%C3%B3n-Agroecol%C3%B3gicas, Julio 2017.

Fitoquimica de la planta

Terpenos volatiles
Shah, Shri, Panchal, Sharma, Singh y Mann (2017) y Aviseh, Oyedeji, Rungqu,
Nkeh-Chungag y Oyedeji (2015), describen que la composicion quimica de los aceites
esenciales del Cymbopogon citratus varia de acuerdo en el origen geografico. Dentro de sus
principales componentes se tiene: terpenos, alcoholes, cetonas, ésteres y aldehidos. La
composicidn de la especie cultivada en el oeste de la India se establece que varia entre un
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0,2% y un 05% siendo su principal componente citral el cual es una mezcla
estereoisomérica de dos monoterpenos aldehidos: el isbmero trans-geranial (40%-62%) y
el isomero cis-neral (25-38%). En la siguiente tabla, se resumen las proporciones de los

distintos componentes del C.citratus (p.4).

Tabla 1. Composicion porcentual del aceite esencial de Cymbopogon citratus.

Nombre del compuesto Porcentaje del componente
a-Citral 40,8
B-Citral 32

Nerol 4,18
Geraniol 3,04
Citronelal 2,10
Terpinoleno 1,23
Acetato geranil 0,83
Mirceno 0,72
Terpinol 0,45
Metilheptanona 0,2
Borneol 0,1-0,4
Linalil acetato 0,1
a-Pineno 0,07
B-Pineno 0,04
Limoneno Trazas
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Linalol Trazas

B-Cariofileno Trazas

Fuente: Tomado de Shah, Shri, Panchal, Sharma, Singh y Mann, (2017, p4).

La figura 4 resume las estructuras quimicas de los principales constituyentes que se
encuentran presentes en el aceite esencial, los monoterpenos son los que predominan dentro
de los cuales se tienen: citral, citronelal, limoneno, Myrceno, geranial, neral, geraniol.

Algunos sesquiterpenos tales como: a-oxobisabolona, -Cadineno y Humuleno.

Figura 4. Estructura quimica de los principales
constituyentes del C. citratus.
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Fuente: Tomado de Shah, Shri, Panchal, Sharma, Singh y Mann, (2017, p4).

Terpenoides no volatiles

Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-Chungag y Oyedeji, (2015) describen que el género
de Cymbopogon contiene una cantidad de terpenos no volatiles. Se ha descrito la
identificacion y presencia del cymbodiacetal en la especie C.martinii, triterpenoides como

el cymbopogone y cymbopogol que son obtenidos de las hojas en la especia C.citratus.
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Figura 5. Estructura quimica de triterpenos no volatiles:
cymbopogone y cymbopogonol presente en C. citratus (zacate
limon).

Fuente: Tomado de Shah, Shri, Panchal, Sharma, Singh y Mann, (2017, p4).

Alcaloides

Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-Chungag y Oyedeji, (2015, p 7443); reportan que
los rizomas del C. citratus de Nigeria, se ha encontrado que contiene cerca de un 0,52% de

alcaloides obtenido de una muestra de 300 gramos de material de la planta.

Flavonoides

Los flavonoides a los cuales se les describen propiedades antioxidantes, han sido
aislados de especies de Cymbopogon, entre los principales se tiene: isoorientin y tricin que
fueron aislados usando diclometano y obtenidos de C.parkeri. Se ha evaluado el uso de

estos compuestos con actividad relajante del masculo.
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De los rizomas y hojas de C.citratus se ha obtenido: luteolina, 7-O-glucosido
(cynarosido), isoscoparina y la 2”-O-rhamnosyl (isorientina). Otros compuestos flavonoides
se han aislado de las partes aéreas de la planta: quercetina, kaempferol, apigenina,
elimicina, catecol, &cido clorogenico, acido cafeico y la hidroquinona (Aviseh, Oyedeji,
Rungqu, Nkeh-Chungag y Oyedeji, 2015, p 7443).

Figura 6. Estructuras quimicas de algunos flavonoides presentes en C. citratus.
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Fuente: Tomado de Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-Chungag y Oyedeji, 2015, pp 7443.

Taninos

Se han descrito la presencia de taninos, sin embargo, la separacion y cantidad
presente es practicamente despreciable, segin menciona Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-
Chungag y Oyedeji, 2015, extractos fraccionados de especies colectadas en Portugal se
reporta cantidades por debajo de 10mg en material seco de taninos hidrosolubles como la
protocianidina, el C. citratus de Nigeria muestra cerca de un 0,6% de taninos (p.7446).
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Farmacologia

Distintos bioensayos han confirmado el potencial de las especies de Cymbopogon
para diferentes usos. El C. citatus se ha encontrado que posee actividad quimioprotectora
hepética en ratas que denotan patologias en este 6rgano. En Africa extractos de C.citratus
se ha empleado para el tratamiento de candidiasis bucal en pacientes VIH positivos con

efectos comprobados y efectivos.

La actividad insecticida es uno de los efectos bioldgicos que mas se han descrito del
género Cymbopogon como agente repelente contra mosquitos y protector de cultivos.
Extractos de aceite esencial de C.martinii han sido estudiados encontrandose alta actividad
anti-helmintica contra Caenorhabditis elegans, con LD50: 125,4 ug/mL. Las especies de
Cymbopogon: C schoenanthus, C. giganteus y C. citratus han demostrado efectividad de
un 100% contra el mosquito Anopheles gambiae (Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-Chungag
y Oyedeji, 2015, p 7446).

Actividad anticancerigena se ha descrito siendo el C. citratus describiendo actividad
inhibitoria en la fase inicial de la hepatocarcinogenesis, actividad anti-protozoaria,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-diabética, anticolinesterasica, antifingica y larvicida
(Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-Chungag y Oyedeji, 2015, p 7446-7447). En la tabla 2 se

resume los distintas actividades farmacoldgicas descritas para C. citratus.

Tabla 2. Informacion farmacoldgica descrita para Cymbopogon citratus.

Farmacologia descrita Actividad

Demuestra alta toxicidad contra células
ovaricas de hamster chino

Citotoxicidad (1C50:10,63pug/mL), moderada toxicidad
contra celulas fibroblasticas humanas linea
138 (ICs0: 39,77ug/mL)

Insecticida LC50: 48,6ug/mL contra larvas de moscas.
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Actividad sedativa, ansiolitica y
Efectos neuronales _ ]
anticonvulsivante.

Actividad moderada contra Trypanosoma

Anti-tripanosomal )
brucei 1Cso: 1,837+0,13 pg/mL

Denota  actividad inducida  contra
Antidiabetico Poloxamero-407 en Diabetes Mellitus tipo

Il aplicado en ratas de laboratorio.
VIH-SIDA Efectividad contra candidiasis oral

o Alta inhibicion y mortalidad contra larvas
Larvicida )
de A.aegypti

o Inhibe la  fase  temprana de
Quimioprotector ] ]
hepatocarcinogenesis en ratas.

Extractos en hexano inhibe iINOS (Enzima

- _ NO sintasa inducida), produccion de NO, y
Antiinflamatorio ] o ] ] o

varios vias inducida de lipo-polisacaridos

(LPS).

Fuente: Tomado de Aviseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh-Chungag y Oyedeji, 2015, p 7447.

Extraccién y aislamiento de aceites esenciales

La separacién y extraccion de solutos o compuestos bioactivos presentes en plantas
son procedimientos muy empleados en la agroindustria alimenticia, industria farmacéutica
y en la industria cosmética, en general. Para la separacién de estos de la fase solida
(material organico, partes de plantas, tejidos) se hace necesario poner en contacto directo
con una fase liquida que sea afin a los compuestos de interés, ambas fases deben entrar en

contacto intimo y los solutos difunden desde la fase solida a la fase liquida cuando se llega
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a un equilibrio quimico lo cual permite una separacion de los componentes de su estructura
natural original. Este proceso se conoce como lixiviacion y existen diferentes métodos
(Martinez, D.M., 2016).

Para la extraccion de aceites esenciales se emplean como fase liquida solventes
organicos, tales como: hexano, diclometano, etanol, cloroformo, agua y éter. Los aceites
esenciales se caracterizan por sus propiedades fisico-quimicas como densidad, viscosidad,

indice de refraccion actividad 6ptica, entre otros.

Destilacion por arrastre con vapor

Segun lo descrito por Martinez (2016, p10), en este proceso se lleva a cabo la
“vaporizacion selectiva del componente volatil de una mezcla sélida previamente
macerada o triturada para favorecer el contacto entre fases”, para ello, se hace pasar o
inyectar vapor de agua directamente en el seno de la mezcla sélida. Este vapor en su paso
por la mezcla empieza a “arrastrar” el componente volatil el cual, posteriormente, mediante
un sistema de enfriamiento o condensacion se pasa a fase liquida en el cual se tendra una
mezcla inmiscible agua-aceite esencial. Posteriormente, aplicando métodos de extraccion
con solventes inmiscibles es posible su separacion fisica, o bien, usando métodos fisicos
como la decantacién. Este método se caracteriza por su bajo costo, sencillo, sin embargo,
tiene el inconveniente que requiere de tiempo prolongado y bajos rendimientos por
evaporizacion de los aceites esenciales, a la vez, que hay una alta posibilidad de

descomposicion por las altas temperaturas del vapor de agua (mas de 90°C).

Para la aplicacion de este método, es importante que se cumpla la condicion que el
componente volatil no sea soluble en agua dado que la inmiscibilidad permite su separacion
posterior. El uso de vapor de agua es muy Util dada las caracteristicas altamente polares del
agua, disponibilidad y baja reactividad con los componentes de aceites esenciales y que
cumpla la condicion que el aceite esencial no sufra oxidacion, dafio o descomposicion
térmico como se menciond con anterioridad. En la figura 7, se ilustra el equipo que es

usado para este proceso:
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Figura 7. Equipo empleado para la extraccion de aceites esenciales por destilacion
por arrastre con vapor.

[rm——b— — s

Fuente:https://www.bing.com/images/search?view=detailV2&ccid=vCR2r%2bRf&id=A4EA3D31B166741E9B3425431
188C41ED69066DB&thid=01P.vCR2r-Rfj78q3D4TUsU5egEsC-q=equipo+destilacion+arrastre+por+vapor&simid=
608035064272519487 &selectedIndex=0&ajaxhist=0, Julio 2017

Extraccién empleando aparato Dean-Stark

El aparato Dean-Stark, también, Ilamado colector Dean-Stark o trampa Dean-Stark,
es una pieza de vidrio que se emplea para la separacion o eliminacion de agua en un medio
de reaccion, se usa acoplado a un condensador y matraz colector para eliminar de forma
continua el agua que se produce durante una reaccion quimica que tiene lugar a la

temperatura de reflujo.

Dentro de sus usos iniciales estaba la de extraer agua de muestras de petroleo, sin
embargo actualmente posee varios usos dentro de los cuales se encuentra la de separar
aceites esenciales en muestras de plantas cuando se mezclan con agua, asemejando un

proceso de arrastre con vapor. La diferencia de densidad existente entre el agua y el acetite
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esencial facilita la separacion en la trampa, aunque, posteriormente, Sse requieran procesos
o técnicas de purificacion.

El equipo o aparato se muestra en la figura 8, el aparato Dean-stark consta de una
pieza vertical cilindrica de vidrio, con graduacion volumétrica en toda su longitud, posee
una llave de teflon en la parte inferior similar a una bureta volumétrica, en la parte superior

del cilindro se acopla la parte inferior del condensador de reflujo, por diferencia en las
densidades es posible la separacion.

Figura 8. Equipo empleado para la extraccion de aceites
esenciales por aparato Dean-Stark.
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Fuente: Tomado de http://www.ub.edu/talg/es/node/238, Julio 2017
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Técnicas espectroscopicas para identificacion y cuantificacion de aceites esenciales

Espectroscopia infrarroja

Skoog, Holler y Nieman (2001) mencionan que la espectrometria de infrarrojo es un
tipo de espectrometria de absorcion que emplea la region infrarroja del espectro de
radiacion la cual va desde 12800cm™ hasta 1000cm™. La espectrometria infrarroja o IR es
empleada para la identificacién de compuestos organicos e inorganicos que tengan grupos

funcionales que absorban en la region descrita (p.409-410).

Dicha técnica se basa en el hecho que los enlaces quimicos de las sustancias poseen
frecuencias de vibracion especificas, que corresponden a los niveles de energia de la
molécula, geometria molecular, masa atomica y acoplamiento vibracional. La absorcién de
radiacion en la region IR pueda suministrar informacion sobre la naturaleza o identidad de
los compuestos a partir de la presencia de grupos funcionales y estructura de las moléculas
(p412).

Skoog, Holer y Nieman (2001) destacan que la regién comprendida entre 3600cm™

y 1250cm™ se emplea para identificar grupos funcionales comunes y la regién que se
encuentra entre 1200cm™ a 600cm™ es conocida como huella dactilar donde pequefias
diferencias en la estructura y constitucion de las moléculas dan lugar a cambios

significativos en el espectro IR (p.415).

La figura 9 describe, en general, los grupos funcionales y su regidn del espectro en
el cual aparecen, muestra las divisiones en las que se podria dividir el espectro infrarrojo
para lograr identificar, grupos funcionales de una especie quimica de interés y lograr

elucidar su identidad segun sea el propdsito de investigador.
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Figura 9. Espectro infrarrojo IR con ciertos grupos funcionales

compuestos organicos.
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Fuente: Tomado de http://www.ugr.es/~quiored/espec/ir.htm, Julio 2017.

Existen tablas generales en las que se muestran o enlistan valores especificos de las

longitudes de onda para cada grupo funcional, principalmente de especies de compuestos

organicos. Para ello, es importante considerar factores tales como: pureza, concentracion de

la muestra, ausencia de agua, asi como variables propias del equipo de medicion como la

calibracion por ejemplo. La tabla 3 se detalla valores de frecuencias de vibracion generales

para grupos funcionales en el espectro infrarrojo.
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Tabla 3. Frecuencia de vibracion general para grupos funcionales en el espectro infrarrojo
IR usados para la identificacion de compuestos organicos.

Grupo funcional

Tipo de vibracion

Frecuencia (cm™)

C-H

C=C

C=C
C=0

C-O

N-H

C-N
N=0
S-H

S=0

Alcanos (estiramiento)
-CHj3 (flexidn)
-CHj; (flexién)

Alquenos (estiramiento)
Aldehido
Algueno

Aromaético
Alquino
Aldehido
Cetona
Acido Carboxilico
Ester

Alcohol, éter, éster, acido
carboxilico

Alcohol, Fenoles
Acido Carboxilico
Aminas primarias,

secundarias , Amidas
Aminas
Nitro

Mercaptanos

Sulféxidos

3000-2850
1450-1375
1465
3100-3050
2900-2800
1680-1600
1600-1475
2250-2100
1740-1720
1725-1705
1725-1700
1750-1730

1300-1000

3650-3200

3400-2400

3500-1550

1350-1000
1550-1350
2550
1050

Fuente: Tomado de Skoog, Holer y Nieman (2001).
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Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica basada en la medicion de la
relacibn  masa/carga de especies ionicas relacionadas con el analito que se esta
investigando. Esta técnica se puede utilizar para determinar la masa molecular y la
composicion elemental de un analito, asi como la elucidacion de la estructura (USP40, pp
665).

Es una técnica sensible y altamente especifica para la identificacion de compuestos.
La identificacion o verificacion de estructuras mediante Espectrometria de masas es
particularmente potente cuando se usa junto con la técnica de separacion tal como
cromatografia de gases (GC) o cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Se
puede obtener mayor especificidad en el analisis usando espectrometria de masas en tadem
(MS/MS) o espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) la cual permitir cumplir
con requerimientos mas estrictos en cuanto a la exactitud de la masa determinada (USP40
pp666).

Formas Farmacéuticas

Geles

Los geles son semisolidos que consisten en una dispersion de particulas inorganicas
pequefias o de moléculas organicas que son interpenetradas por una solucién o liquido que
contiene un agente gelificante que proporciona dureza y cuerpo. Las jaleas son un tipo de
gel que presenta un contenido mayor de agua. Los geles se pueden clasificar en sistemas de
una o dos fases (USP 40, pp 1699).

Un gel de dos fases consiste de una red de pequefias particulas discretas, estos
suelen ser tixotropicos, los cuales forman semisélidos durante el reposo y se vuelven menos

viscosos al agitarlos. Para garantizar la homogeneidad estos deben agitarse antes de su uso.
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Los geles de una sola fase constan de macromoléculas organicas distribuidas
uniformente en todo el liquido de forma tal que no existe ningun limite evidente entre las
macromoléculas dispersas y el liquido. Los geles de una sola fase se fabrican a partir de
macromoléculas naturales o sintéticas: carbomero, hipromelosa, almidon o con gomas
naturales, tales como: tragacanto, xantan o goma guar, estos ultimos se les conoce como

mucilagos. Los geles se pueden administrar por via topica 0 mucosa.

Dentro de las ventajas que ofrecen es que son faciles de aplicar, facil eliminar o
remover, son bien tolerados por el paciente, algunos producen sensacion de frescura.
Dentro de las desventajas se tiene que pueden presentar o denotar incompatibilidad con una
variedad de principios activos y bajo poder de penetracién (USP 40, pp 1699).

44



CAPITULO I1I: MARCO METODOLOGICO

En este apartado se describirdn cuales son los instrumentos y técnicas que se
emplearan para la recoleccion de datos, asi como se define el tipo de investigacion y
detalle de los procedimientos o protocolos aplicados con el objetivo o finalidad de brindar
validez y autenticidad al trabajo de investigacion, se considera, ademas como se sera su

enfoque, disefio, variables, instrumentos, proceso de recoleccion de datos entre otros.

Enfoque

La presente investigacion va a consistir en la elaboracion y observacion de
procedimientos realizados o ejecutados, tanto en el Laboratorio de Quimica de la
Universidad Internacional de las Ameéricas, en los cuales se aplicaran los conocimientos
adquiridos para la extraccion, identificacion de muestras; asi mismo, ejecutar métodos
microbioldgicos para demostrar la capacidad antibacteriana y cumplir con los objetivos del
proyecto. Herndndez, Fernandez y Baptista, 2014, p.96 establecen que “El enfoque
cuantitativo emplea la recoleccién de datos para probar hipétesis, con base en la medicion
numeérica y el andlisis estadistico, para establecer patrones de comportamiento y probar

teorias™, por tanto, el presente trabajo de investigacion es de tipo cuantitativo.

Disefno

Los autores Herndndez, Ferndndez y Baptista (2014, p45), explican que el disefio
de una investigacion es referida al plan, estrategia que es concebida para la obtencién de
informacién cuya finalidad es la de resolver un planteamiento del problema. Considerando
que el problema planteado, asi como los objetivos y proyecciones, la investigacion por
realizar sera de tipo experimental dado que consiste en la obtencion de extractos de aceites
esenciales con distintos métodos quimicos disponibles, la identificacion de las sustancias

activas obtenidas de la planta C. citratus, asi como pruebas in vitro para determinar la
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actividad antibacteriana del aceite esencial de la planta contra un microorganismo

especifico: S.aureus.

Variables

En la presente investigacion, las variables en estudio se derivan de los objetivos

especificos planteados.

Tabla 4. Variables de la investigacion.

Obijetivo

Variable o
variables

Definicion conceptual

Definicion
operacional

Instrumentalizacion

Realizar la extraccion
del aceite esencial de
zacate limo6n mediante
el método arrastre con
vapor y el método de
extraccion con el
aparato Dean-Stark.

Identificar la presencia

de los metabolitos
activos en el aceite
esencial de zacate
limon.

Establecer la actividad
del aceite esencial de
Cymbopogon  citratus
(zacate limén) en el
crecimiento in vitro de
Staphylococcus aureus,
mediante la medicion
de halos de inhibicion.

Aceite esencial

Principio activo

Actividad
antibacteriana

Son sustancias de naturaleza
oleosa, aromaticas
encontradas en las plantas, se
distribuyen en distintas partes
de la planta (Oliveira, 2005,
parr.4)

Son sustancias activas que
denotan propiedades
terapéuticas, farmacoldgicas
y que definen y sirven para la
clasificacion de la planta.

Modificaciones o alteraciones
en la funcion de la bacteria
causado por agentes quimicos
externos produciendo
inhibicién en el crecimiento
de la bacteria.

Se obtendra mediante el
métodos de arrastre con
vapor y el método
empleando Dean-Stark

Identificar el o los

principios activos
mediante el uso de
espectroscopia
infrarroja,

cromatografia de gases
acoplado a un detector
de masas (CG-MS),
técnicas de laboratorio
para identificacion
cualitativa de grupos
funcionales  presentes
en el aceite esencial de
zacate limon.

Medir los halos de
inhibicion en medio de
cultivo especifico de
agar, asi como la
comparacién con un
control positivo.

Equipo de arrastre con
vapor, Equipo Dean-
Stark.

Espectrometro infrarrojo,
Cromatdgrafo de gases
acoplado a un detector de
masas. Tubos de ensayo,
soluciones de reactivos
especificos para grupos
funcionales.

Placas Petri, medios de
cultivo preparados,
incubadoras, cristaleria,
regla de medicion, cultivo
de Sthaphylococcus
aureus.
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Elaborar una forma Gel Los geles son semisolidos Disefiar y elaborar un Agitador magnético,
farmacéutica de que consisten en una gel con propiedades beakers, pastillas de
aplicacion tépica gel a dispersion  de  particulas antibacterianas. agitacion.

partir del aceite inorganicas pequefias o de

esencial de zacate moléculas organicas que son

limén. interpenetradas  por  una

solucion o liquido que
contiene un agente gelificante
que proporciona dureza y
cuerpo. Las jaleas son un tipo
de gel que presenta un
contenido mayor de agua (
USP40, p 666)

Instrumentos y técnicas de recoleccion

En el siguiente apartado, se describe los instrumentos, métodos y técnicas por
utilizar en el desarrollo del proyecto de investigacién. Estas se desarrollaron en el
Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas, en el Laboratorio
microbiol6gico Microlabs y Centro de Investigacion en Productos Naturales CIPRONA de

la Universidad de Costa Rica.

Proceso de recoleccion de la muestra de zacate limon

El material vegetal utilizado fue obtenido de la finca propiedad del sefior Kenneth
Oviedo Sanchez, ubicado en Jabillos, Turrialba, Cartago durante el mes de Setiembre 2017.
La muestra consistio en material fresco, verde el cual se le separo hojas secas y raices
previas a su utilizacion en el laboratorio. EI material se mantuvo en almacenamiento
envuelto en papel toalla y en bolsas plasticas en refrigeracion con temperatura entre 8-
10°C.
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Materiales y equipo para la obtencion del aceite esencial de Cymbopogon citratus
(zacate limon) por arrastre con vapor y Dean-Stark:

Balanza analitica capacidad 210 gramos, balanza granataria capacidad 3000 gramos
Balon fondo redondo 1000mL

Baldn tres bocas con capacidad de 250mL
Columna relleno para termometro

Termdmetro vidrio de mercurio rango 20°C-200°C
Beaker 50mL, 100mL

Probeta 500mL

Condensador para destilacion

Mangueras caucho para conexiones

Alargadera

Agitador-calentador magnético

Embudo separados 250mL

Soporte universal

Prensa universal

Pescador pastilla magnética

Pastilla magnética

Piseta

Tiras reactivas de pH

Agua purificada
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Rotavapor

Bomba para generacion de vacio
Papel filtro

Erlenmeyer de 125mL

Papel toalla

Papel aluminio

Etiquetas

Zacate limdn: muestra de 300 gramos
Reactivos:

Sulfato de Sodio anhidro, Marca Labquimar
Solvente hexano, Marca Labquimar
Trampa o aparato Dean-Stark
Embudo separador de 250mL

Bomba de recirculacion para agua-condensador.

Meétodo de extraccion aceite esencial Cymbopogon citratus (Zacate limon) por arrastre
con vapor

1. Se pes6 100 gramos de material fresco preseleccionado en balanza granataria en

baldén de 200ml de tres bocas, limpio y seco. Se anotd el peso obtenido.
2. Se adicion6 150mL de agua purificada.

3. Seinstalo el aparato para destilacién por arrastre con vapor.
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Se coloco 500mL de agua purificada en el balon de una boca de 1000mL fondo
redondo; se encendio el calentador-agitador magnético manteniendo agitacion y

calentamiento constante para generar vapor de agua.

Se encendio el calentador-agitador que esta sobre la muestra orgénica y se mantuvo
a una temperatura poco inferior al punto de ebullicion. No se permitio que se

excediera respecto del balon donde se genera vapor.

El tiempo de destilacion lo dio la cantidad de producto condensado, segun

capacidad del Erlenmeyer colector, aproximadamente fue entre 3-4 horas.

Los extractos acuosos del aceite se taparon, se rotularon y se protegio de la luz,

posteriormente, se almacend en el enfriador a una temperatura entre 5-10°C.

Figura 10. Método de extraccion del aceite esencial
de C. citratus por arrastre con vapor.
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Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia
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Metodo de extraccion aceite esencial Cymbopogon citratus (Zacate limon) mediante
aparato Dean-stark

1. Se pes6 100 gramos de material fresco preseleccionado en balanza granataria en
baldn de 200ml de una boca, limpio y seco. Se anotd el peso obtenido. Se adiciond
150mL de agua purificada.

2. Se instal6 el aparato Dean-stark en un extremo del conector de tres bocas, en el
centro se le coloco tapon de hule y el restante se conect6 al embudo separador con
200mL de agua purificada el cual que sirve para mantener nivel de agua en la

mezcla cuando empieza a generar vapor de agua.

3. Se encendid el calentador-agitador que esté sobre la mezcla agua-zacate limon y se

mantuvo a una temperatura con incrementos paulatinos hasta llegar a ebullicion.

4. El tiempo de destilacion lo dio la cantidad de producto condensado que se colecta
en el Dean-stark. El proceso de extraccion tarda entre 2-3 horas. Los extractos
acuosos del aceite se taparon, rotularon y protegieron de la luz y se almacenaron en

el enfriador a una temperatura entre 5-10°C.

Figura 11. Equipo Dean-Stark empleado para la
extraccion de aceite esencial de C. citratus.

Fuent: Ras, R. (2017). Elaboracién propia
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Proceso de purificacion del esencial de Cymbopogon citratus (zacate limén)

1. Se colocé el destilado o extracto que es una mezcla agua-aceite esencial en un

embudo separador.
2. Se realizé extracciones con 20 ml de solvente hexano.

3. Aparte se acoplé un embudo de espiga, filtro y aro de metal. Se colocaron 10

gramos de Sulfato de Sodio anhidro en el filtro de papel.

4. Se separ0 la fase orgénica de la acuosa y se vertio poco a poco sobre el embudo de
espiga larga de manera que se filtr6 toda la fase organica. Se recolecto la fase

organica en un erlenmeyer de 200mL.

5. Durante la extraccion no se separd bien las fases, se agregd punta de espatula de
NaCl en la fase acuosa, luego se agitd levemente, esto ayuda a separar bien las

fases. La fase con el aceite esencial se mantuvo en la parte superior.

6. Se realizo el proceso de extraccion cuatro veces mas, de forma que se recolecto

unos 100mL de la mezcla Hexano-aceite esencial.

7. Durante todo el proceso es importante proteger de la luz, para ello se coloc6 papel

aluminio alrededor del erlenmeyer.

8. Los extractos en hexano colectados se colocaron en el rotavapor a una temperatura

de bafio de 45°C y a velocidad de giro de 100rpm.

9. En caso que no funcione adecuadamente el rotavapor, se emplea evaporacion
mediante trampa de vacio hecho con el chorro de agua del laboratorio. Para ello se
colocé el erlenmeyer con la fase organica (hexano) un tapén de hule que posee un
orificio de salida unido a conector-manguera a la trampa de vacio disponible en el
grifo de agua potable del Laboratorio. Mientras se genero vacio, se coloco en bafio
maria de agua a 45°C, se abrid llave de agua y evapord hasta sequedad todo el

solvente.
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10. Posteriormente, por diferencia de peso, se registré el peso del Erlenmeyer vacio,
limpio y seco y Erlenmeyer con al aceite esencial. La diferencia de peso
corresponde a la masa de aceite esencial obtenido.

Figura 12. Proceso de purificacion del aceite esencial C. citratus.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia

Identificacion de los componentes del aceite esencial de Cymbopogon citratus

Para este apartado, se realizaron tres procesos:
1. Identificacion de grupos funcionales por espectroscopia infrarroja

2. ldentificacion por cromatografia de gases acoplado a detector de masas (CG-MS)
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3. ldentificacion de grupos funcionales de los principales componentes descritos en la
literatura.

Analisis cualitativo por espectroscopia IR del aceite esencial de Cymbopogon citratus

Para la realizacion de dicho analisis, se empled el equipo disponible en el
Laboratorio Quimico de la Universidad Internacional de las Ameéricas. Espectrometro
infrarrojo marca Agilent Tecnhologies, modelo: Cary 630 FTIR.

A continuacion, se detalla el procedimiento aplicado durante el uso del equipo.

1. Se encendid el equipo, se dejé calentar la ld&mpara, se activo el software de uso
mediante manejo desde la PC.

2. Se limpid el portamuestras aplicando acetona pura desde una piseta y se emple6

papel higiénico suave, no papel toalla porque raya el lente.

3. Desde el software, se activo la opcion de correr u “blanco” para ello se presiond la
opcion “Blank”. Inmediatamente el software indico que se debe agregar la sustancia

en estudio.

4. Se aplicé sobre el lente unos 50puL del aceite esencial (una gota). Se asegurd que la
gota cubriera todo el lente y no hubiese presencia de burbujas o sedimentos o alguna
particula.

5. Se realizd el escaneo y se obtuvo el respectivo espectro para la muestra de aceite

esencial.

6. Se identifico los principales grupos funcionales basados en lo reportado en la

literatura.

7. Se compar6 con los espectros teoricos reportados en la base de datos: Spectral
database for Organic compounds o SDBS por sus siglas en inglés. Esto para la

comparacion con el espectro del a,B-citral principal componente.
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Figura 13 Espectrofotometro Infrarrojo IR usado para la
identificacion de grupos funcionales de compuestos organicos en
el aceite esencial de C. citratus.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Anélisis cualitativo por cromatografia de gases acoplado a un detector e masas
(CG/MS) del aceite esencial de Cymbopogon citratus

Para la realizacién de dicho andlisis, se contratd los servicios que brinda el Centro
de Investigacion en Productos Naturales CIPRONA de la Universidad de Costa Rica. Se les
remitié una muestra de aceite esencial purificado aproximadamente unos 200uL contenidos
en un vial color &mbar para proteger de la luz, debidamente sellado y tapado para evitar

pérdidas.

El analisis es para determinar: areas relativas de los distintos componentes
presentes en el aceite esencial de zacate limon (m/z) y el correspondiente analisis de barrido
de los compuestos organicos. Este servicio se contratd durante el mes de Octubre 2017, se

remitié una muestra de aceite esencial purificado.
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Figura 14. Muestra de aceite esencial de C. citratus para
andlisis por cromatografia de gases acoplado a masas (CG-
MS).

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Analisis cualitativo aplicando pruebas de laboratorio o tamizaje fitoquimico en el
aceite esencial de Cymbopogon citratus

Como complemento en el proceso de identificacion, se procedid a realizar pruebas de
laboratorio para identificacion cualitativa de grupos funcionales de compuestos organicos
presentes en el aceite esencial obtenido. Para su realizacion, se bas6 en los principales
grupos funcionales presentes y reportados en la literatura: terpenos-terpenoides, alcaloides,

flavonoides.

Durante su realizacion se usaron reactivos quimicos, solventes y preparados en las

instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

La figura 15 muestra distintos reactivos que se usaron para la identificacién de

grupos funcionales encontrados en el aceite de C.citratus.
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Figura 15 Reactivos utilizados durante la caracterizacion fitoquimica del aceite
esencial de C.citratus suministrados por el Laboratorio de Quimica, Universidad
Internacional de las Ameéricas (UIA).
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Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia

Identificacidn de alcaloides mediante el ensayo con reactivo Dragendorff

[EEN

. Se trabajo en una camara extractora de gases.

2. En un tubo de ensayo limpio y seco se colocd dos gotas de aceite esencial con

gotero y se agregd 2mL de alcohol etilico.
3. Se adicion6 1mL de HCI al 1%.
4. Se agreg6 dos gotas del reactivo de Dragendorff.

5. Se realizd la prueba con un blanco en el cual no se le agregd el aceite esencial en

estudio.

6. Se observo si hay presencia de algin cambio en la muestra: cambio coloracion,

formacion de precipitado, turbidez. Compare con el blanco.
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Identificacion de terpenos-terpenoides: ensayo o prueba de Libermann-Burchard

[EEN

. Se trabajo en una camara extractora de gases.

2. Enun tubo de ensayo limpio y seco se coloco dos gotas del aceite esencial.
3. Seagregd 1 mL de Cloroformo, se agito suavemente.

4. Se adiciond 1mL de Anhidrido Acético, se mezclo bien.

5. Con cuidado agregue gota a gota Acido Sulfarico concentrado, no mas de tres gotas,

evitar agitar la muestra.

6. Se realiz6 la prueba con un blanco en el cual no se le agrega el aceite esencial en

estudio.

7. Se observo si hubo un cambio, comparar con el blanco y se anot6 lo observado.

Identificacidn de flavonoides: Ensayo de Shinoda

=

El ensayo se realiz6 en una cAmara extractora de gases.

2. Se coloco de dos a tres gotas del aceite esencial en estudio en un tubo de ensayo

limpio y seco. Se agregé 1mL de Alcohol etilico y se agito.
3. Se adiciond virutas de magnesio metalico.

4. Se agreg6 0,5mL de HCI concentrado. Se agit6 vigorosamente.

o

Se repitid la prueba con un blanco en el cual no se le agrega el aceite esencial en
estudio.

6. Se observo si hubo un cambio y se comparo con el blanco.
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Pruebas microbiologicas para evaluacion de la capacidad antibacteriana del aceite
esencial de Cymbopogon citratus (zacate limon)

Evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial en Sthaphylococcus
aureus

En esta fase se evalud la posible actividad antibacteriana a distintas diluciones del
aceite esencial de zacate limon usando como solvente hexano sobre rayado en medio de
cultivo Mueller-Hinton de una cepa de S.aureus. Para ello, se contrata los servicios que
brinda el Laboratorio Analisis Microbiologico Microlabs, previa coordinacion con el Dr.
Roldan Ajun Chaverri quien estuvo presente durante cada una de las etapas de los ensayos
realizados, dicho laboratorio brindd los materiales, insumos y equipo requeridos para su

elaboracion.

En el Tabla 5, se detalla las diluciones aplicadas durante el ensayo, para ellos el
volumen de solvente se midié por peso con la densidad del solvente usado (densidad
hexano: 0,6548 g/cm®). Se aplicé un control positivo de un producto que describe actividad
antibacteriana: Neotrol NF ® solucion oftalmica, el cual es un antibiético de amplio
espectro y un control del solvente puro para evaluar si denota alguna actividad
antibacteriana y que pudiera interferir en el ensayo. Para la identificacion cualitativa del S.
aureus se empleé Agua Oxigenada al 3% solucion disponible comercialmente. La
aplicacion de cada muestra fue de 10pL, sobre placas petri recién hechas con medio de
cultivo fresco. Tanto reactivos, insumos y equipo fue suministrado por el Laboratorio

contratado Microlabs ubicado en Guadalupe, San José.
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Tabla 5. Diluciones de aceite esencial de C. citratus que se emplearon para evaluar la
actividad antibacteriana sobre una cepa de S.aureus empleando como solvente hexano.

Concentracién %v/v

Volumen solvente Volumen de Aceite

Muestra . ; usado para diluir esencial C.citratus
Aceite esencial
(L) (uL)
1 1% 4950 50
2 2% 4900 100
3 3% 4850 150
4 4% 4800 200

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia.

Materiales y equipos para el desarrollo del ensayo microbioldgico

Goteros

Asa para inoculacion

Lampara de alcohol para esterilizacion
Medios de cultivo Mueller-Hinton
Portaobjetos

Regla con escala métrica

Céamara de flujo laminar

Incubadora
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Reactivos y otros.

Hexano, calidad reactivo.

Perdxido de hidrogeno al 3%, Laboratorios Mallick.

Caldo fresco cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Antibidtico suspension oftdlmica: Neotrol® NF, Fabricante Lansier.

Aceite esencial de C.citratus (zacate limon).

Figura 16. Materiales, reactivos empleados para evaluar la actividad antibacteriana del
aceite esencial de C.citratus en S.aureus realizado en las Instalaciones de Microlabs,
Guadalupe, San Jose.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia
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Figura 17. Equipo de laboratorio empleado en el desarrollo de los
ensayos microbioldgicos realizados en las instalaciones de Microlabs,

Guadalupe San José.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Figura 18. Cepa de S.aureus, ATCC 25923 cultivada en agar sangre
empleado en el estudio para evaluacion de la actividad antibacteriana
del aceite esencial de C.citratus realizado en las Instalaciones de
Microlabs.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia
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Metodo para evaluacion de la actividad antibacteriana del S.aureus

10.

11.

12.

En una cdmara de flujo laminar encendida con al menos 10 minutos de anticipacion
y con la ventana baja, se procedi6 a elaborar medio de cultivo Mueller-Hinton sobre
placas Petri de 90mm didmetro.

Se dejo solidificar, luego se le colocd la tapa a la placa petri. Se dejo en reposo unos

15 minutos.

Con el uso de puntas estériles de micropipeta se procedi6 a realizar hoyos uniformes
a la misma profundidad en el agar de la placa de forma equidistantes. No se realizo
mas de tres hoyos para garantizar que en caso de formarse halos de inhibicion no se

crucen entre si. Se garantizé que la profundidad de los hoyos eran similares.

Mediante técnica de hisopado se aplicé o se rallé caldo de la cepa de S.aureus en

toda la superficie del medio de cultivo con los hoyos realizados.
En cada uno de los hoyos se aplicd 10uL de cada una de las muestras respectivas.

Se rotulé cada aplicacién hecha, de forma que no se confundieran, para ello marcar
con marcador permanente en la parte posterior de la placa.

Se tap6 y colocé en la incubadora por 24 horas a una temperatura de 35°C.

Una vez trascurrido las 24 horas se sacaron las placas y se colocaron en la cdmara

de flujo laminar.

Se evalud si se dio la formacién de halos de inhibicién que demuestren la actividad
antimicrobiana desde el aceite esencial de C.citratus para cada una de las

aplicaciones realizadas por placa.
Se observd, compar6 y midié los halos de inhibicion en los casos que se formaron.
Se aplicé un control positivo del antibiético, solvente, diluciones del aceite esencial.

Posteriormente se realizo el ensayo con la forma farmacéutica propuesta en el

estudio (Gel) en caso que se denote actividad antibacteriana.
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Método para el desarrollo de la prueba de la catalasa en la identificacién del S.aureus

1. Se esterilizé el asa que se empled para la inoculacion y el portaobjetos.

2. Se tomO una muestra del caldo o cepa de cultivo de S.aureus y se coloco en el

portaobjetos.
3. Se agreg6 una gota de solucion de perdéxido de hidrégeno al 3%.

4. Se observé y anotd los cambios que se dieron.

Figura 19. Insumos y materiales de laboratorio empleados en la
identificacion de la bacteria en estudio S.aureus realizado en las
instalaciones de Microlabs, Guadalupe, San José.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

64



Elaboracion de la forma farmacéutica uso topico Gel

Para esta parte se procedid a realizar la preparacion de un formulado usando

excipientes, cristaleria suministrado por el Laboratorio de Quimica de la Universidad

Internacional de las Ameéricas (UIA).

Materiales y equipo utilizados en la elaboracion del Gel

Beakers de vidrio con capacidad de 250mL
Gotero

Probeta 25mL, 50mL

Espétula

Agitador de vidrio

Pastilla magnética

Calentador-agitador magnético

Balanza granataria

Tubo colapsible de aluminio con capacidad de 25 y 50 gramos cada uno

Reactivos

Aceite esencial Cymbopogon citratus.
Carbopol
Trietanolamina (TEA)

Propilenglicol
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Glicerina
Agua Purificada

Metilparebeno, Propilparabeno

Proceso de manufactura empleado para la elaboracion del gel uso topico

1. En un beaker #1 debidamente rotulado, se agregé la cantidad de agua purificada
para elaborar 100 gramos del formulado, se adicion6 lentamente el carbopol. Se

mantuvo la agitacion en forma vigorosa hasta disolverse por completo el sélido.

2. En un beaker #2 debidamente rotulado, se agregd el metilparabeno y propilparabeno
y agregd propilenglicol, se mantuvo agitacion constante hasta disolverse por
completo los sélidos.

3. En un beaker #3 debidamente rotulado, se agregd la cantidad requerida de aceite

esencial de Cymbopogon citratus y la glicerina, y se mantuvo la agitacion constante.

4. Se agreg6 poco a poco el contenido del beaker #2 en el beaker #1. Se mantuvo la

agitacion constante.

5. Una vez teniendo una sola fase, se agrego el contenido del beaker #3 manteniendo

agitacion constante y vigorosa hasta lograr solo una fase.

6. Se agregd gota a gota trietanolamina (TEA) hasta formar un gel viscoso. Se evalud
que el pH del preparado mantenga un valor cercano a 6. Se siguié mezclando hasta

que la mezcla fuera homogénea.
7. Posteriormente se trasvaso en un tubo colapsible o empaque primario adecuado.
8. Se tap6 o sell6 el tubo colapsible.

9. Se coloco etiqueta autoadhesiva con la informacién requerida.
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Figura 20. Materias primas e insumos usados para elaboracion de la
forma farmacéutica de uso topico Gel con aceite esencial de C. citratus.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados e informacion que se proporcionan en este capitulo son los obtenidos
en el desarrollo investigativo de cada variable planteada basado en los objetivos especificos
establecidos.

Variable 1: Proceso de extraccion y purificacion del aceite esencial a partir del zacate
limon (Cymbopogon citratus) empleando el método de arrastre con vapor-Aparato
Dean-Stark

El material vegetal previo a hacer usado, se sometio a una seleccion de las partes
de interés eliminando hojas secas, raices y material organico extrafio presente, dado que el
material proviene directamente de la zona de cultivo. Se constato que fuese material verde
de recién corta para evitar variaciones, durante su almacenamiento y manipulacion se usé
papel toalla y se mantuvo en bolsa plastica para su protecciéon bajo refrigeracion. Cabe
mencionar que se emple6d hojas del zacate limon dado que estudios que se reportan se
trabaj6 con hojas, tal es el caso de los estudios hechos por Bassole, H et al, 2011 y de Naik,
et al (2010).

En la figura 21, se observa este paso de seleccidn del material de interés usado para
cada proceso extractivo, tanto por el método de arrastre con vapor, asi como del aparato
Dean-Stark.

Figura 21. Separacion del material que fue sometido al proceso de
extraccion por el método de arrastre con vapor y aparato Dean-Stark.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia
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Para cada uno de los métodos usados se empled 100 gramos de material dado que
los equipos disponibles en el laboratorio no poseen mayor capacidad y la cantidad de
ciertos equipos es limitada como es el caso del aparato Dean-Stark del cual solo se dispone
de uno. En total, se realizaron tres extracciones por el método de arrastre con vapor y dos

con el aparato Dean-Stark.

Es importante mencionar que para efectos de comparar métodos de extraccion no se
escogid la extraccion continua con aparato Soxhlet debido a que como es un proceso que
permite un contacto directo muestra-solvente orgéanico volatil, conlleva a que se extrae,
ademas de los posibles aceites esenciales otros compuestos organicos, tales como grasas,
ceras e inclusive clorofila, obteniéndose al final una oleorresina o un aceite esencial

contaminado con otras sustancias (Penredo, Palou- Garcia y Lopez, 2009).

Una vez acoplados los equipos para la extraccion, se obtuvieron extractos acuosos
del aceite esencial de C.citratus, el cual en general es de aspecto incoloro, opaco con fuerte
aroma citrico caracteristico, similar a lo descrito por Asaolu, M.; Oyeyemi, O.; Olanlokun,
J. (2009). Es importante mencionar gque los extractos acuosos se mantuvieron en bafio de
hielo para evitar la evaporacion y pérdida de componentes volatiles, asi mismo, protegidos
de la luz para evitar la oxidacién de algunos de sus componentes dado que luz UV puede
promover reacciones de dimerizacién o polimerizacion de dobles enlaces Carbono-carbono
que estan presentes en aceites esenciales aspecto (Asaolu, M.; Oyeyemi, O.; Olanlokun, J.
2009).
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Figura 22. Muestra de los extractos acuosos obtenidos luego de realizar la
extraccion del C. citratus mediante el métodos de arrastre con vapor y el
aparato Dean-Stark, realizado en las instalaciones del Laboratorio de
Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia
Se puede decir que durante el proceso de extraccion se logrd encontrar que:

La cantidad de mililitros de extracto acuoso obtenido es mayor con el aparato Dean-
Stark: dado que al solo requerir de una fuente de calor permanente y directa se
facilita la generacion de vapor y, por ende, se recoleta mas rapidamente extracto
acuoso, esto en comparacion con el método de arrastre con vapor en el cual se debe
primero generar vapor en un primer compartimento y luego trasladar ese vapor a
otro compartimento por tuberias-mangueras donde se tiene el macerado al cual se le
extraerd los aceites; esto conlleva més disponibilidad de tiempo para llegar al

equilibrio vapor-liquido de la mezcla.

El tiempo requerido para la obtencion del extracto acuoso fue menor con el aparato
Dean-Stark, esto derivado de lo expuesto anteriormente dado que alcanzar el
equilibrio vapor-liquido se logra mas rapido por estar contacto directo con la fuente
de calor de la mezcla del macerado.

En el Tabla 6, se detalla o resume estos datos observados durante este proceso.
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Tabla 6. Resultados obtenidos durante el proceso de extraccion de aceite esencial de C.
citratus mediante el método de arrastre con vapor y Dean-Stark, realizado en las
Instalaciones del Laboratorio Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

Cantidad de

Método Total de Procesos  extracto acuoso Tlempo' FIe
de extraccion . extraccion
obtenido (mL)
Entre 80-100 cada
Arrastre con vapor 03 » 3-4 horas
extraccion
Entre 150-200 cada
Aparato Dean-Stark 02 2-3 horas

extraccion

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Para el proceso de purificacion del extracto acuoso de C. citratus, se procedio a
colocar el volumen del destilado obtenido en un embudo separador de 250mL, con una
probeta de 25 mL se procede a agregar volumenes de 20mL exactos de solvente hexano el
cual al ser menos denso que el destilado permanece en la parte superior como se puede
observar en la figura 23, la densidad para n-hexano es de: 0,6548 g/cm?, la densidad de

fase acuosa: 1,0053 g/cm>(datos tomados del Index Merck 1968).
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Figura 23 Proceso de purificacion de los extractos acuosos obtenidos del C. citratus
mediante extraccion liquido-liquido empleando hexano como solvente orgéanico,
realizado en las instalaciones Laboratorio de Quimica, Universidad Internacional de las
Américas.

|Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia

Cabe mencionar que durante el proceso de extraccion se debid agregar punta de
espatula de NaCl para separar bien las fases debido a que se observd muy turbia y poca
separacion de las fases organica-acuosa, el NaCl se disuelve en la fase acuosa y eso
polariza mas la fase acuosa y la hace mas densa que la fase organica. Una vez realizados
esto se observé que estaba bien definida la separacién de fases y se procedi6 a verter en un
beaker la fase acuosa abriendo la llave. La fase organica se saco por la parte superior del
embudo e inmediatamente se pasa por un filtro de papel que contenia sal de sulfato de
sodio anhidro para eliminarle trazas o cantidades de agua presente, esto por cuanto la sal
anhidra absorbe las moléculas de agua dado que el agua interviene en las etapas posteriores
de identificacion planteadas en esta investigacion por espectroscopia infrarroja, asi como

cromatografia de gases.

Es importante mencionar que las extracciones se usaron volimenes pequefios de
20mL y no mayores con el hexano debido a que por el principio de particion se facilita que
se tenga mayor capacidad extractiva de los aceites, de ahi que no se emplearan volumenes
de méas de 20mL. Asi mismo, al realizarse cinco extracciones consecutivas con 20mL se

garantiza obtener la mayor cantidad de aceite esencial.
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Una vez teniendo la fase orgénica separada y eliminado el agua, se procedié a
separar el solvente de hexano mediante la evaporacion de éste, para ello se aplic6 vacio en
el erlenmeyer con ayuda de una trampa de vacio conectado al chorro de agua, dado que el
rotavapor que se disponia no funcionaba adecuadamente. La evaporacion se facilita con
ayuda de un bafio maria con agua a temperatura de 50-55°C dado que el hexano posee un
punto de ebullicion de 68°C (Index Merck, 1968), con ello, se permitié una separacion
adecuada y se evitd exponer a altas temperaturas el aceite esencial evitdndose posibles
pérdidas.

Una vez obtenido solo el aceite esencial, se procedi6 a pesar por diferencia (peso de
erlenmeyer vacio y erlenmeyer+aceite) el aceite de C. citratus para cada una de los
procesos de extraccion. En el Tabla 7, se resume los valores obtenidos de estos
rendimientos donde se puede observar que usando el equipo Dean-Stark los rendimientos

son superiores comparados con el método arrastre con vapor.

Tabla 7. Rendimientos obtenidos durante el proceso de extraccion de aceite esencial de C.
citratus mediante el método de arrastre con vapor y Dean-Stark, realizado en las
Instalaciones del Laboratorio Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

Total de procesos

Método - %Aceite esencial
de extraccion
Arrastre con vapor 03 Promedio:1.5%
Aparato Dean-Stark 02 Promedio: 2.6%

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Los aceites obtenidos por el método de arrastre con vapor se unieron y se
almacenaron en un frasco de vidrio con tapa de rosca, se protegieron de la luz y se
almacenaron en el enfriador con una temperatura entre 8-10 °C esto para preservar el aceite
esencial y no tener pérdidas por volatilidad la temperatura de almacenamiento es reportada
por Leyra, J (2011). La Tabla 8 resume las caracteristicas organolépticas del aceite esencial
y la figura 24 una muestra del aceite esencial obtenido.
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Tabla 8. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial C.citratus obtenido por el método
arrastre con vapor, realizado en las Instalaciones del Laboratorio Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas.

Propiedad fisica Aceite esencial C.citratus
Color Ambar
Aspecto Homogéneo
Textura Oleosa, untuosa poco viscosa
Olor Citrico agradable
Otros Libre de particulas extrafias

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Figura 24. Aceite esencial de C. citratus, realizado en las
instalaciones de laboratorio de quimica Universidad Internacional de
las Américas.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia
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Variable 2: Identificacion de los metabolitos activos presentes en el aceite esencial de
zacate limoén (Cymbopogon citratus)

Identificacion o tamizaje fitoquimico

En una primera etapa mediante pruebas o ensayos de caracterizacién de grupos funcionales,
se procedi6 al tamizaje fitoquimico del aceite esencial de C.citratus obtenido por medio del
método arrastre con vapor. En el Tabla 9, se resume los resultados obtenidos durante la

realizacion de los ensayos establecidos.

Tabla 9. Resultados obtenidos durante la caracterizacion o tamizaje fitoquimico del aceite
esencial C.citratus, realizado en las Instalaciones del Laboratorio Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas.

Tipo de reaccion Componente Observacion Resultado
Prueba de ) Precipitado color .
Alcaloides ) Positivo
Dragendorff anaranjado oscuro
Prueba de o o
Terpenos Coloracion ambar Positivo

Libermann-Buchard

] ] Coloracion o
Prueba Shinoda Flavonoides ] Positivo
amarillo oscuro

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Para determinar la presencia de alcaloides, se aplicé el reactivo Dragendorff el cual
esta compuesto por tetrayoduro bismuto de potasio (KBil,), éste puede indicar la presencia
de alcaloides por la formacion de un precipitado color naranja rojizo cuando se le adiciona
a una muestra de aceite esencial (Dominguez, 1985). Este ensayo dio positivo durante la
identificacion de metabolitos presentes en el aceite esencial. Cabe mencionar que durante la
realizacion del ensayo se corrié paralelamente un blanco negativo de forma que se pudiese
observar por diferencia la presencia del mismo. En la figura 25, se puede apreciar lo

observado durante la realizacién de la prueba de laboratorio.
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Figura 25. Ensayo de identificacion alcaloides: reactivo Dragendorff
con el aceite esencial de C. citratus, realizado en las Instalaciones del
Laboratorio Quimica Universidad Internacional de las Américas.

O S S SR =y S0 ]

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

En la determinacion e identificacion de terpenos presentes en la muestra de aceite
esencial de C. citratus, se aplico el ensayo de Libermann-Buchard (Dominguez, 1985), el
cual consistié en una reaccion de la muestra (previamente agregado &cido acético anhidro)
con H,SO, concentrado agregado gota a gota dando cambio de coloracion. Este ensayo con
la muestra de aceite esencial dio positivo dado que mostrd un cambio de coloracion de
incoloro a café oscuro en la muestra de prueba, la figura 26, se puede observar respecto al

blanco negativo que se corrid para demostrar la reaccion.
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Figura 26. Ensayo de identificacion terpenos: prueba
Libermann-Buchard con el aceite esencial de C. citratus,
realizado en las Instalaciones del Laboratorio Quimica,
Universidad Internacional de las Américas.

tebe

Libeymann

BU((JH Qv

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Para la identificacion de flavonoides en el aceite esencial de C.citratus, se aplico el ensayo
0 reaccion de Shinoda (Dominguez, 1985), en el cual se describe una coloracion amarilla o
anaranjada oscura para flavonoides al agregarse tiras de magnesio a la muestra previamente
acidificada con HCI. Esta prueba aplicada a una muestra de aceite esencial de C. citratus
dio positivo dado que se observd una coloracion amarilla intensa oscura. En la figura 27, se

puede apreciar el resultado obtenido de éste.
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Figura 27. Ensayo de identificacion para flavonoides, prueba de Shinoda en el
aceite esencial de C. citratus, prueba realizada en las Instalaciones de
Laboratorio de Quimica Universidad Internacional de las Américas.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Anélisis cualitativo por espectroscopia IR del aceite esencial de Cymbopogon citratus

En este apartado, se procedio a realizar un analisis del espectro infrarrojo usando un
espectrometro infrarrojo marca Agilent Tecnhologies, modelo Cary 630 FTIR para la
muestra de aceite esencial C. citratus obtenido por el método arrastre con vapor. Es
importante mencionar que la prueba se realizé inmediatamente posterior a la purificacion
del aceite esencial, esto para garantizar que la muestra no presentara o absorba agua dado
que éste interfiere en el espectro de absorcion por la formacion de una banda ancha que
enmascara u oculta bandas de absorcién de los componentes en el 4ambito de 3000 cm™ a
3500 cm™ (DQO, Universidad Buenos Aires, 2017).

En el uso del equipo, se observo que la operacion para las mediciones fue sencilla
lo que facilité evitar mucha manipulacién de la muestra, dado que no requirid preparacion
alguna como sucede con otros equipos de medicion disponibles comercialmente. Para el
analisis de las sefiales obtenidas en el espectro infrarrojo de la muestra, se procedié a
realizar un listado de las principales bandas observadas y clasificandolas, segun el grupo
funcional y rango de absorcion aproximado de la sefial tedrica descrita por Skoog, Holler,

Nieman (2011) y Carey (1999); una vez realizada la identificacion se procedié a comparar
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el espectro de la muestra contra uno de referencia disponible en Spectral Database for
Organic Compounds (SDBS, siglas en inglés) para el principal componente, esto por
cuanto no se dispone de un estandar primario de referencia del aceite esencial de C.
citratus. En la figura 28, se observa el espectro infrarrojo obtenido para la muestra de

aceite esencial de C. citratus.

Figura 28. Espectro infrarrojo obtenido del aceite esencial C. citratus purificado usando un
Espectrometro infrarrojo marca Agilent Tecnhologies, modelo: Cary 630 FTIR, realizado en las
Instalaciones de Laboratorio Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.
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Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

En la figura 29, se describe el espectro de absorcion infrarrojo para el citral, dicho
espectro fue obtenido de la base de datos Spectral Database for Organic Compounds
(SDBS, siglas en inglés) esto debido a que, al no disponer de un estandar primario del
aceite esencial no fue posible su adecuada comparacion, sin embargo, esta base de datos es
muy usada dado que brinda espectros de sustancias puras Yy producto de una serie de

repeticiones del ensayo, ofreciendo veracidad y confianza.
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Figura 29. Espectro infrarrojo del a,B-citral, disponible en Spectral
Database for Organic Compounds (SDBS, siglas en inglés).
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Fuente: Tomado de http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi, Octubre 2017.

En la figura 30, se tiene ambos espectros, tanto de la muestra de aceite esencial

extraido y purificado como el de referencia, de ambos se puede obtener que: describen la

misma cantidad de bandas anchas de absorcién una cercana a 3000cm™, 1700cm™,

1450cm™, 1100cm™, 1000cm™, 800cm™.
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Figura 30 Comparacion de espectro infrarrojo obtenido del aceite esencial de

C.citratus versus espectro infrarrojo del SDBS para el compuesto citral.
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Tabla 10. Descripcion y asignacion de las bandas de absorcion obtenidas del aceite esencial
de C.citratus purificado.

Muestra Sefal detectada Grupo Rango aproximado Intensidad de
(em) funcional de la sefial teodrica la sefial **
cm
perteneciente (cm™) **
Aceite esencial 2958 C-H 2850-2970 Fuerte
C. citratus estiramiento
alcano
Aceite esencial 2924 C-H 3010-3095 Media
C. citratus estiramiento
989 675-995 Fuerte
alqueno
Aceite esencial 1724 C=0 aldehido 1690-1760 Fuerte
C. citratus
Aceite esencial 1376 -CH,-CHO 1300-1400 Media
C. citratus aldehido )
1071 1000-1100 Media
Aceite esencial 1671 -CH=CH 1610-1680 Variable
C. citratus alqueno
Aceite esencial 1447 CH2 flexion 1450 Media
C. citratus sp®
Aceite esencial 1270 -CH; 1250-1500 Media
C. citratus
alcano

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia y ** Skoog, Holler y Nieman (2011); Carey
(1999).
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Como se logra apreciar en la tabla anterior y analizando las figuras 29 y 30, se
obtuvieron varias sefiales que coinciden entre si la muestra versus la referencia,
confirmando de esta forma la presencia de los principales componentes del aceite esencial

de C. citratus como lo es a,pB-citral.

Analisis del cromatograma y espectro de masas obtenido del aceite esencial de C.
citratus mediante la técnica de cromatografia de gases acoplado a un detector de
masas

Para comprobar la presencia de los componentes presentes en el aceite esencial de
C. citratus, se realizd un analisis por Cromatografia de Gases acoplado a un detector de
masas (CG-MS), cabe mencionar que dicha técnica, ademas de ser confiable, es eficaz para
identificar y determinar la proporcion de componentes con alto grado de veracidad dado
que ademas, de separar en forma individual permite mediante espectrometria de masas
dilucidar los compuestos organicos por analisis de los fragmentos mayoritarios producto

del proceso de la técnica.

Dicho ensayo fue contratado al Centro de Investigacion en Productos Naturales de
la Universidad de Costa Rica (CIPRONA). En el cromatograma se logrd establecer la
presencia de 14 compuestos siendo cuatro los componentes mayoritarios (porcentajes
mayores a 1%): los isomeros E-Citral o a-Citral con un 26,03% y Z-Citral o B-Citral con
un 16,25%, B-Mirceno con un 2,37% vy ftalato de n-Octilo con un 51,85% siendo este
ultimo un contaminante de la muestra que, segin lo descrito por personal técnico del
CIPRONA es comun que aparezca este compuesto dado que se “arrastra” en la muestra por

diversas fuentes de contaminacion:

a-Una primera fuente es por la calidad del solvente usado en el proceso de purificacion, en
nuestro caso fue el n-hexano calidad reactivo, lo idéneo es emplear uno de calidad para

aplicaciones cromatograficas, con lo cual es posible que estuviese el reactivo contaminado.
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b- Otra posible fuente de contaminacion es que encuentre presente en los bulbos de las
pipetas pasteur usadas en la manipulacion del aceite esencial dado que por contacto del
bulbo con el aceite se disolviera algo del ftalato de n-Octilo en la muestra.

c-Disolucidn del ftalato de n-Octilo que esta presente en los polimeros de los linner o sellos
de tapas del vial que contenia la muestra o tapas del vial porta muestras que se empled en la

cromatografia.

Si se elimina el componente que aparece como contaminante: ftalato de n-Octilo, las
proporciones de los tres componentes principales recalculados seran de: isomeros E-Citral
0 a-Citral con un 54,07% y Z-Citral o B-Citral con un 33,76%, -Mirceno con un 4,92%.
Como se ve, el principal componente es el a,-Ccitral con un 87,83% siendo de esta forma
consistente con algunos de los reportado por Avoseh, Oyedeji, Rungqu, Nkeh,-Chungag, B.
y Oyedejo (2015) en la cual dentro de los principales componentes del aceite estan los

terpenoides volatiles: Geranial o (o,p)Citral (CioH160), Neral (CioH160), Myrceno
(C1oH16).

La figura 31, es la muestra del cromatograma obtenido para la muestra de aceite
esencial, los tiempos de retencion de los principales picos corresponden al f-Myrceno con
un tr: 6.198 minutos, B-Citral con un tr: 16.213 minutos y o-Citral con un tr: 17.629
minutos. Se nota que el contaminante ftalato de n-Octilo describe un tr de 61,785 minutos

con lo cual hizo que la corrida de muestra llevara mayor tiempo de elucion.
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Figura 31. Cromatograma obtenido mediante el analisis por Cromatografia
gases acoplado a un detector de masas (CG-MS), realizado por el
CIPRONA Universidad de Costa Rica.
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Figura 32. Espectro de masas del B-Myrceno, B-Citral a-Citral y respectivamente obtenidos
mediante el analisis por Cromatografia gases acoplado a un detector de masas (CG-MS),
realizado por el CIPRONA Universidad de Costa Rica.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

En la figura 32, se resumen los tres espectros de masas para los tres principales
componentes encontrados: B-Myrceno (pico#6), B-Citral (pico #11) y a-Citral (pico #13)

respectivamente, segun lo descrito por Restrepo, et al. (2009), se puede ver que los tres
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espectros tienen en comun sefiales de fragmentos con una relacion m/z de 41 que
corresponde al fragmento [C20H]+ y otro con relacion m/z de 69 que corresponde al
fragmento [C4H50]+ . En el caso B-Myrceno (pico #6) describe una sefial con relacion m/z
de 136 que corresponde al peso molecular del compuesto organico; en el caso del espectro
para B-Citral y a-Citral (pico #11 y #13) se observa una sefial de relacion m/z de 152 que
corresponde al peso molecular del compuesto orgéanico Citral.

En la figura 33, se describe el espectro masas del Citral disponible en la base de
datos: Spectral Database for Organic Compounds (SDBS, siglas en inglés) debido a que no
se dispone de un estandar primario del aceite esencial; se realiza una comparacion del
mismo con los obtenidos de la muestra de aceite esencial de C. citratus (figura 32); se
puede establecer por observacion y comparacion que los principales picos de ambos
espectros describen similitud en intensidad y los fragmentos con relacion m/z de : 41, 53,
69, 83.

Figura 33. Espectro masas del citral, disponible en Spectral Database for
Organic Compounds (SDBS, siglas en ingles).
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Variable 3: Evaluacion de actividad antibacteriana del aceite esencial de Cymbopogon
citratus (zacate limdn) en el crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus, mediante la
medicidn de halos de inhibicién

Para asegurarse que los ensayos se realizaran en forma adecuada y con las medidas de
bioseguridad, se aplicaron técnicas asepticas y el uso de materiales e insumos estériles en
todo momento, asi mismo, usando camara de flujo laminar en cada etapa de desarrollo de
las pruebas. Durante el periodo de incubacion se mantuvo variables como temperatura

adecuada, segun el procedimiento.

Se procedié a trabajar con una cepa de Staphylococcus aureus que estuviese
“fresca”, es decir, que estuviese en fase de crecimiento; para ello en las instalaciones de
Microlabs se suministré un caldo de esta bacteria preparado con 24 horas de anticipacion.
De forma tal que se eliminara este aspecto, datos suministrados por el laboratorio la cepa es
trazable a Staphylococcus aureus ATCC 25923 reproducida por quinta vez a partir de su

apertura.

Con las diluciones establecidas del aceite esencial en el solvente de hexano, se
procedié a realizar la siembra de medio de cultivo Mueller-Hinton aplicando la técnica de
hisopado de manera que no quedasen areas 0 espacios de la placa de agar sin la presencia
de la bacteria en estudio para ello, se realizaron trazados del hisopado en cuatro diferentes
direcciones perpendiculares entre si y cada aplicacion impregnado de caldo fresco de la
bacteria. Posterior a la aplicacion de la cepa sobre el medio de cultivo agar en lugar de usar
discos de celulosa impregnados de la dilucién del aceite, por recomendacion del Dr Ajun de
Microlabs, se realizan “hoyos” con ayuda de una punta de micropipeta dado que brinda un

mismo diametro, cada hoyo se formé de manera tal que tuviesen la misma profundidad.

Luego de 24 horas de incubacién a temperatura controlada de 35 °C, se observo la
formacion de halos de inhibicion microbiana en el medio de cultivo a partir de la tercera
dilucion o al 3% v/v. En la figura 34 se puede apreciar lo observado asi como los controles,

tanto positivo como negativo llevados a cabo.
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Figura 34. Formacion de halos de inhibicion obtenidos en el medio
de cultivo Mueller-Hinton contra la bacteria S.aureus, a diferentes
diluciones del aceite esencial de C. citratus y su respectivo control
positivo-negativo, ensayo realizado en las instalaciones del
Laboratorio Microlabs.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Tabla 11. Resultados de la formacién de los halos de inhibicién formados con

distintas muestras evaluadas.

Descripcion de la Medida halo inhibicion

Muestra muestra
(mm)

Dilucion aceite esencial

C. citratus 1% v/v

Dilucion aceite esencial

C. citratus 2% v/v

Dilucion aceite esencial
C. citratus 3% v/v

Dilucion aceite esencial
C. citratus 4% v/v

Blanco negativo solvente
hexano

89



Neotrol ®NF solucién

oftalmica

Neotrol ®NF solucién

oftalmica

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia

En la figura 34, se observa que hay inhibicion en el crecimiento de la bacteria en
estudio visible a partir de una concentracion al 3% dado que hay formacion del halo de
inhibicidn de gran tamafio ejerciendo una accion irreversible sobre la bacteria en estudio.
Ahora bien, comparado con el control positivo de Neotrol ®NF sigue siendo menor el halo
de inhibicion con el aceite de estudio y no hay efecto del solvente sobre el crecimiento
bacteriano como se describe la muestra #7 que corresponde solo al solvente empleado

durante las pruebas.

En la tabla 11, se puede observar los valores de medicion obtenidos siendo en el
caso del control positivo: Neotrol® NF el que presentd mayor didmetro de inhibicion el
cual fue de 22mm seguido de 16mm para la solucion al 4% del aceite y de 11mm para el
aceite al 3%. Cabe sefialar que se empled de referencia el medicamento Neotrol ® NF dado
que es una combinacién de dos ingredientes: Polimixina B y Neomicina ambos son eficaces
bactericidas, la mezcla de estos proporciona un espectro de accion amplio contra la gran
mayoria de cepas bacterianas, tanto gram-positivas como gram-negativas siendo efectivo

contra S.aureus.

La neomicina es un antibiotico perteneciente al grupo de los aminoglucésidos cuyo
mecanismo de accion es actuar sobre la sub-unidad 30S del ribosoma interfiriendo en la
alineacion-reconocimiento del ARN mensajero y del ARN de trasferencia durante la
formacion de la cadena peptidica. La polimixina B por su lado actia como bactericida
uniéndose a los grupos fosfatos en los lipidos de la membrana citoplasmatica bacteriana
actuando como un detergente cationico y alterando el equilibrio osmético de la membrana

lo que provoca fuga o migracion de metabolitos esenciales para la bacteria.
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Comparando el valor obtenido al 4% y 3% del C.citratus versus el Neotrol ®NF se

ve que el halo de inhibicion es un 27% y 50% menor respectivamente comparado al
producto con demostrada actividad antibacteriana. Datos reportados en una investigacion
hecha por Bassole, H et al, 2011 frente a S. aureus se produce un halo de inhibicion de
24,3mm cuando se aplica 5pL del aceite esencial de forma directa sobre discos es decir
puro. Otro estudio realizado por Naik, Bashir, Ebenezar y Javid (2010) reportan un halo de
inhibicién de 14,33 mm a una concentracion de 5% del aceite esencial. Asi las cosas y
considerando lo descrito por Clinical Laboratory Standars Institute CLSI (2017), en el cual
“una bacteria es sensible cuando ha generado un halo de inhibicion de entre 30mm y 35mm
de didmetro, de la misma forma se describe como regla general que una cepa es resistente
cuando genera halos de inhibicion menores a 15mm?”, se puede establecer que partir de una

concentracion del 4% del aceite esencial muestra sensibilidad intermedia.

Cabe mencionar que la accion antibacteriana contra el S.aureus, en nuestra muestra

de estudio las posibles causas de diferencias sean debidas a factores, tales como:

a. Variabilidad de la composicién de metabolitos presente en el aceite esencial,
dado que diferentes regiones o zonas climéaticas que muestran variaciones en
condiciones ambientales de temperatura, humedad ambiental relativa,
luminosidad, presencia de plagas entre otros; todos estos factores afectan o

alteran la composicion del aceite esencial en la planta.

b. Condiciones de la cepa o caldo que se usa durante el procedimiento dado que

variaciones en la fase crecimiento alteran el ensayo.

c. Uso de discos impregnados con el aceite versus aceite en “hoyos” de agar con

lo cual se afecta los fendmenos de difusion que se logren dar.

Paralelamente al estudio se aplicO la prueba de catalasa como ensayo de
identificacion y diferenciacion entre bacterias del género estreptococos (prueba negativa)
versus estafilococos (prueba positiva), dado que la catalasa es una enzima presente en S.
aureus el cual al entrar en contacto con una solucién de peroxido de hidrogeno al 3% se

produce una liberacion o desprendimiento de burbujas que corresponde a O, dando asi
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positivo, tal como se describe en la siguiente reaccion quimica (Jawetz, Melnick y
Adelberg, 2011, pp204).

H,0, +Enzima (Catalasa) - 2H,0 + O,

En la figura 35, se aprecia la realizacion de este ensayo donde se observa la
liberacion de O, y con ello confirmar la presencia de S. aureus.

Figura 35. Prueba de identificacion de catalasa para S.aureus, ensayo
realizado en las instalaciones del Laboratorio Microlabs, Guadalupe, San

José.

e -
Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

Evaluacion de la actividad antibacteriana de la forma farmacéutica gel

Una vez que se establecio la actividad antibacteriana de sensibilidad moderada para
el aceite esencial de C. citratus al 4%, se elabord una forma farmacéutica gel al 0% (sin
preservantes), al 3% y 4% para observar la inhibicion de crecimiento frente a la bacteria.
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Se logra determinar que, tanto al 3 % como al 4% producen inhibicion y al 0% del gel sin
preservantes no hay inhibicion, todos fueron comparados con la muestra control positivo de
Neotrol ®NF como se logra apreciar en la figura 36. El tamafio del halo de inhibicion del
control positivo fue mayor que los preparados a base del aceite esencial el cual fue de 21
mm, para el gel al 4% fue de 15mm y al 3% fue de 9mm , la tabla 12 describe los datos

obtenidos.

Figura 36. Formacion de halos de inhibicion obtenidos en el medio de cultivo Mueller-
Hinton contra la bacteria S.aureus, para la forma farmacéutica Gel propuesta a tres
concentraciones: 0% (sin preservantes), 3% Yy 4% de aceite esencial de C. citratus y su
respectivo control positivo-negativo, ensayo realizado en las instalaciones del
Laboratorio Microlabs, Guadalupe, San José.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia
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Tabla 12. Resultados de la formacion de los halos de inhibicion frente a la bacteria S.
aureus a diferentes concentraciones del aceite esencial de C.citratus para la forma
farmacéutica propuesta, realizado en las instalaciones del Laboratorio Microbioldgico
Microlabs.

Muestra Descripcion de la Medida halo inhibicién
muestra (mm)
Gel sin preservantes y
Gel con 0% de aceite esencial 0
C. citratus
Gel sin preservantes y
13y 14 con 3% de aceite esencial 9
C. citratus
Gel sin preservantes y
11y 12 con 4% de aceite esencial 15
C. citratus
Neotrol NF® solucion
+ 21

oftalmica

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia

Variable 4: Formulacién de un Gel antibacterial uso topico a partir del aceite esencial
de Cymbopogon citratus

Para este apartado se procedié a elaborar un gel con el aceite esencial de C.
citratus al 4%, dado que resultd ser el que mostr6 resultados 6ptimos por la formacion de

halos de inhibicién contra el S. aureus (tabla 12).

Para el proceso de elaboracién de la forma farmacéutica, se requirié aplicar
operaciones unitarias, tales como: agitacion, mezclado y disolucion de los distintos

componentes. En la figura 37, se puede observar el proceso de elaboracion del gel y en la
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siguiente tabla 13, se muestra las proporciones de los distintos excipientes empleados en la
elaboracion.

Tabla 13. Descripcion y composicion del gel antibacteriano de zacate limén (C.
citratus), elaborado en las Instalaciones del Laboratorio de Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas UIA.

Nombre de la materia prima Porcentaje
Carbopol 0,50%
Propilenglicol 10%
Propilparabeno 0,05%
Metilparabeno 0,15%
Glicerina 10%
Trietanolamina 10 gotas
Aceite esencial C.citratus 4%
Agua Purificada csp 100%

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia
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Figura 37 Proceso de elaboracién del gel antibacteriano y producto
terminado debidamente etiquetado, realizado en las instalaciones de

Laboratorio Quimica, Universidad Internacional de las Américas.

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracion propia

El producto como tal es de facil aplicacion sobre la piel, no deja sensacion grasosa y
es de secado rapido, dejando una sensacion de frescura posterior. La tabla 14 resume las
caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas del gel antibacteriano, los datos que se

reportan corresponden al formulado al 4% que demostré mejores resultados.
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Tabla 14. Caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas del formulado gel antibacteriano
al 4% aceite esencial de C. citratus, elaborado en las Instalaciones del Laboratorio de
Quimica de la Universidad Internacional de las Américas UIA.

Propiedad organoléptica o fisico-quimica Resultado obtenido

Color Incoloro, leve opalescencia

Suave de facil aplicacidon, levemente

Textura .
Viscoso
Olor Agradable, citrico
Aspecto Homogéneo
pH directo 5,7 upH

Fuente: Rojas, R. (2017). Elaboracién propia

El producto ya terminado se envasé en tubo colapsible de aluminio blanco opaco,
que posee un revestimiento interno epoxico, inerte de facil sellado, debido a la
sensibilidad a la luz, este empaque primario protege de la luz la parte inferior de la figura
38 se puede apreciar el producto.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Una vez finalizado el presente trabajo de investigacion dentro de las principales

conclusiones se tiene:

El método adecuado para la extraccion del aceite esencial de C. citratus es el que

emplea el aparato Dean-Stark .

El hexano resulté un solvente adecuado para la separacion y purificacion del aceite

esencial de zacate limon.

En el proceso de purificacion es importante la eliminacion de trazas de agua para
obtener espectros infrarrojos libre de la banda de absorcion por parte del grupo OH

del agua.

La identificacion de metabolitos activos empleando pruebas de quimica liquida tales
como:Liberman-Buchard, Dragendorff y Shinoda permitieron corroborar la

presencia de terpenos, alcaloides y flavonoides en la muestra de aceite esencial.

La prueba de identificacion aplicando la técnica de espectrofotometria infrarroja en
la muestra de aceite esencial, confirma la presencia de bandas de absorcion
caracteristicas de metabolitos, tales como terpenos. Asi mismo, se hace imperante la

comparacion con una referencia que en nuestro caso fue el espectro del citral.

La técnica de cromatografia de gases acoplado a un detector masas brinda mayor
certeza de los componentes presentes, el a-Citral es el componente mayoritario con
un 54,07%, B-Citral con un 33,76% y p-Mirceno con un 4,92%.

La actividad antibacteriana del aceite esencial de C. citratus contra cepa de S.
aureus mediante medicion de halos de inhibicién, se establece que a partir de una

solucién al 4% del aceite esencial denota una sensibilidad intermedia.

Se confirma la presencia de estafilocos en las placas de cultivo mediante prueba

positiva a la catalasa.
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e Se establece que el gel de aceite esencial al 4% describe un halo de inhibicion de
15mm, describiendo asi una sensibilidad intermedia, comparado con un halo de

inhibicién de 21 mm de un antibiético comercial.

e Se elabor6 un gel antibacteriano que describe propiedades organolépticas Yy fisico-

quimicas adecuadas para ser aplicadas en piel.

Recomendaciones

e Se recomienda que para futuros trabajos de investigacion se logre obtener un
estandar primario de referencia para la comparacion, tanto del espectro infrarrojo

como de cromatografia de gases con detector de masas para mayor confiabilidad.

e Asimismo, complementar con la técnica de cromatografia de capa fina comparando

con un estandar de referencia.

e Para efectos de realizar procedimientos de identificacion de componentes mediante
técnicas cromatogréaficas y espectroscopicas, es importante el uso de solvente con

una calidad quimica superior para evitar el arrastre de impurezas.

e A la vez, proteger de la luz la muestra y mantener en recipientes herméticos con
tapas libres de polimeros organicos que pueden disolverse e incorporarse a la

muestra de aceite esencial y que puedan afectar las pruebas de identificacion.

e Asi como evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial con otros

microorganismos patdgenos que sean de importancia para la salud de la poblacion.

e También ealizar estudios de inhibicion a concentraciones mayores de aceite

esencial.
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