UNIVERSIDAD INTERNACIONAL DE LAS
AMERICAS

CARRERA DE LICENCIATURA EN FARMACIA

ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
ANTIMICROBIANAS Y ANTIMICOTICAS IN VITRO DE
LA SENNA RETICULATA (SARAGUNDI) ANTE EL
STAPHYLOCOCCUS AUREUS Y CANDIDA ALBICANS

ALEJANDRA MORALES ALFARO

SAN JOSE, COSTA RICA.

Il CUATRIMESTRE 2018



Tabla de contenido

CAPITULO | INTRODUCCION ....ooviiiiiririiiieis sttt et ssesssssesens 1
Planteamiento del ProDIEMA .........ccoiiiii e 1
HIPOTESIS ...ttt bbbttt bbbt b e bbb b et b bt b e 2
(@] o= ULV oo =T g =] - | SR 3
ODJELIVOS BSPECITICOS ....eiuviitieiiieie ettt et e ste et e ra e beeaesneesreeneennes 3
JUSTITICACION.....ee et bbbttt e et bbbt een e nes 4
ANTECEUBNTES ...ttt bbbttt s st e b et et e b e be e bt e b e e st e s e et e b e benbeebeeneeneene s 6
INEEINACIONAIES ... etieiiieeiee ettt bttt bbbt b e b e e neeneenes 7
INACIONAIES ...ttt bbbttt e b e s et e et e b e st e be e b e n b e eneeneeneas 10

e 0V ToT o [0 1= OSSPSR 13
CAPITULO 1. MARCO TEORICO ..ottt 14
Generalidades de 185 DACTEITAS. ........vevi ittt ste e reeaeanee e 14
] F= ] 0o oo 1 SR SR 15
Cultivo y caracteristicas de CreCIMIBNTO .........cviirieererieiee e e 15
Principales infecciones producidas por SthaphyloCOCUS ............ccceoieieiiniiinincneseeeee, 16
Pruebas diagnosticas de laboratorio por infecciones por S.aureus .........cccoceevvviveeeeereennen, 18
Antibioticoterapia para el tratamiento por infecciones con S.aureus ............ccceceevveveevvenenne. 19
Generalidades de 105 NONQOS ........couvoiiiiiiiee et sre e st e e e ae e nreas 19
Proliferacion y aislamiento de NONQOS. ..........coveiiiiiiice e 21
Clasificacion de 18S MICOSIS ........euviieiiieieie ittt 21

(08 0o | o [0 1] 1< USRS U TSR PPRURTPROPRIS 21
Pruebas diagnosticas de 1aboratorio............cc.eieeiiiicii e 22
Principales enfermedades producidas por NONQOS. .........cccueivieiiiiiii i 23
Pruebas de sensibilidad a los antibidticos (PSA) y concentracion minima inhibitoria (CMI)....... 24

PlaNtaS MEAICINAIES .. oo, 26



Garantia de la calidad de las plantas medicinales para uso en productos farmacéuticos ....... 27
Generalidades de 1a SenNa retiCUlata ..........cccoiveiiiiiie e 28
ClasificaCiON taXONOMICA. .......ccveieieieierese sttt et stesreereeneeneenees 29
DESCIIPCION BOANICA ... .ovivieeiieieiteiees ettt bttt b e 29
Etnofarmacologia de 1a Planta ..o 30
FItoquimica de 12 PIANTA........c.ecviieeecc e 31
Técnicas de Extraccion para plantas mediCinales ...........ccooveviiieiicie e 33
Generalidades del proceso de eXLraCCiON ..........cccveieeieeiieiie e 34
Técnicas de extracCion CONVENCIONAIES .........ccoiiierierieie it 36

@1 (0T L (0T | - - SR ROPOSPPSTI 38
(C1= 1o 1o Lo LSS PR PR UROSORRPIN 38
Cromatografia de Capa FiNA.........cocuiireiii i 39
DeSCrIPCION A€ 18 TECNICA .....veveieeiecie et 40
Pruebas de identificacion realizadas por cromatografia. ..........c.ccocereiiiieisinienerse e 41
Cromatografia de gases con detector de MaSaS........c.couevvererereieeieeeeeee e 42
Cromatografia acoplada a un deteCtor de MASAS. ......cvevververierrereieeeeieie e 44
Pruebas de identificacion CUAIITALIVAS ..........ccccveieiiiiieeecee e 45
CAPITULO 11l. MARCO METODOLOGICO ..ot ssessssseesenes 47
ENTOQUE ..ottt e e e e ra e nnreanrs 47
MEtodo de 12 INVESTIGACION .........cviiiieiiecie et be e este e ens 47
Fuentes de INFOMACION ..ottt ee s 48
R L = ] PR UP PR 49
INSTIUMENTOS Y TECNICAS .....vevieiecee sttt ettt ettt e et e b e teese e baenbeeaeeaeesreeneeenes 51

Proceso de recoleccion de la muestra de Senna reticulata (Willd)..........cccccoovveiiiiiiicii e, 51



Materiales y equipo para la obtencion del extracto de Senna reticulata por el método de reflujo
cerrado (SOXNIEt) Y MACEIACION ........cveiiiiieiie et 52

Los materiales que se utilizaron para la obtencion del extracto de Senna reticulata por los

métodos de reflujo cerrado (soxhlet) y maceracion se describen a continuacion:.................. 52
Procedimiento de recoleccion y analisis de 10S datos...........cccccviieiievi e, 54
Medicion del porcentaje de humedad de la planta seca y fresca. .......ccccocevveveiiicieece e 54

Homogenizacion de la muestra vegetal para material fresco y seco de Senna Reticulata
(ST L= 1o 0] o [ RSP SPPR 55

Método de extraccion para material fresco de Senna Reticulata (Saragundi) por reflujo cerrado
(1001 L] I USSR 56

Método de extraccion para material seco de Senna Reticulata (Saragundi) por reflujo cerrado
(1001 L] I USSR 56

Método de maceracion, para hojas secas y hojas verdes de Senna Reticulata (Saragundj). ......58

Concentracion del extracto hidroalcoholico obtenido por el método de maceracién y de reflujo

CEITAUO (SOXNIBT ...t b bbbt 59
Identificacion de los componentes del extracto hidroalcohdlico de Senna Reticulata................... 60

Prueba cualitativa para la identificacion de alcaloides por medio el ensayo con el reactivo
D= Vo =T g o 0 1 i OSSPSR 60

Prueba cualitativa para la identificacion de terpenos-terpenoides: prueba de Libermann-

BUICNAIT ..ttt et bbbt e r e r e e e neas 60
Prueba cualitativa para la identificacion de flavonoides: prueba de Shinoda ............cc.ccoceenee. 61
Prueba cualitativa para la identificacion de Antraquinonas. ...........ccoceveerenerinieneneiese e 61

Pruebas microbiologicas para la evaluacion de la capacidad antibacteriana y antimicotica del

extracto de Senna Reticulata (Saragundi). .......cccooiiiiiiiiieie e 61
Materiales y equipos para el desarrollo de la prueba microbioldgica. ..........ccccoevivevviieiiennnnne 62
Preparacion de los discos de sensibilidad.............coooveiiiiiiiciicc e 63

Preparacion del medio de CUILIVO. ..........cooiiiiieie e 64



INOCUIACION dE 18S PIACES. ....vevviviieieieeieie ettt st e 64

Pruebas de cromatografia de capa fina para la evaluacion de los componentes del extracto de

Senna reticulata (SAragUNAL)........coueiiiiieie ettt esreebe e e 68
Analisis para la deteccion de flavonOIdes...........c.coveiuiiiieiieii e 69
Analisis para la deteccion de HidroXiantraQUINoNAas ............ccccueieereerieseeseeseeseesessieseesseeeesns 70

Anadlisis cualitativo por cromatografia de gases acoplado a un detector e masas (CG/MS) del

extracto de Senna reticulata (SAraguNAi). .......ccvivveiieiiiiieieere e 72
CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS .......covviriiiiniiieieieississsessesse s 73

Comparacion de los procesos de obtencion del extracto de la planta Senna Reticulata (Saragundi)
por el método de reflujo cerrado (soxhlet) y maceracion tanto en la planta seca como en la fresca.

Evaluacién de la actividad antimicrobiana del extracto de la planta Senna Reticulata (Saragundi)

en el crecimiento in vitro de S.aureus y C.albicans, mediante la medicién de halos de inhibiciéon.

Identificacion de los metabolitos activos presentes en extracto de la planta Senna Reticulata
(ST L= 1o 0 o | SRS 92

Anadlisis de las pruebas de identificacidon cualitativas para los extractos de Senna reticulata
(Saragundi) planta fresca y seca, obtenidos mediante la técnica de extraccion maceracion y

FeflujO CErrado SOXNIBL. .......ooiiii e 92

Andlisis de cromatografia de capa fina para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
PlANTA TIESCA Y SECA. ...ttt bbbttt ettt bbbt 98

Anaélisis del cromatograma y espectro de masas obtenido para el extracto de Senna reticulata

(Saragundi) mediante la técnica de cromatografia de gases acoplado a un detector de masas 104
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .......c.ooiveeeeereiesseeeseeieneeseens 108
REFERENGCIAS ...ttt ettt sttt ekt e e bt e s be e et e e abeeenne e 110
ANEXOS .ttt R et bt R et e bt e R et e bt e Re e e bt et et e b e e nar e nnes 117



Vi

Tablas
Tabla 1. Variables del €STUTIO ...........ooviiiiiee e 49
Tabla 2. Tratamientos para la Cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538.........cccccevvverieeneiinnnnn 64
Tabla 3. Tratamientos para la Cepa Candida albicans ATCC 10231. ......ccccvevviiieneniieneenienie e 65

Tabla 4. Resultados de las determinaciones de porcentaje de humedad para el material seco y
fresco de Senna reticulata (SAraguNAi). .......ccvevviieiieiece s 73
Tabla 5. Caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohdlico de Senna reticulata
(Saragundi) para planta fresca y seca obtenido por los métodos de maceracion y reflujo cerrado
1001 =3 TSP 76
Tabla 6. Porcentajes de humedad de los extractos obtenidos por los métodos de maceracion y
soxhlet para la planta de Senna reticulata (Saragundi), en estado fresco y Seco. .........ccccuvvervennen. 80
Tabla 7. Masas para la homologacién de humedad de los extractos de Senna reticulata
(Saragundi) obtenidos por el método de maceracion y SOXhIet. ..........ccccceeveieeiiiie i, 81
Tabla 8. Resultados de la formacion de halos de inhibicién formados contra la bacteria S.aureus
por los extractos de Senna reticulata (Saragundi). ..........ccoeiiiiieiineneeee e 85
Tabla 9. Porcentaje de inhibicion de los extractos de Senna reticulata (Saragundi) obtenido
COMEIA S.AUIEUS. ...ttt e ettt ettt ekt e stk e s bt e bt e e he e e bt e eh e e e bt e ab e e e skt e eh e e e m b e e e be e e sb e e nbeeanbeeabeeannee e 86
Tabla 10. Resultados de la formacion de halos de inhibicion de los extractos de Senna reticulata
(Saragundi) formados contra el hongo C.albICaNS. ..........cccoveiiiiieieie e 90
Tabla 11. Porcentaje de inhibicion obtenido de los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
CONEFA CLAIDICANS. ...ttt b et sttt r et e et e st et besbeebeeneeneenens 91
Tabla 12. Resultados obtenidos durante la caracterizacion o tamizaje fitoquimico del extracto de
Senna reticulata (Saragundi) realizado en las Instalaciones del Laboratorio Quimica de la

Universidad Internacional de 1aS AMEIICAS. .....cooeeeeeee e 93



vii

Figuras

Figura 1. Colonias de S.aureus incubadas en placas de agar Sangre.........ccccoevveveeveeveeseerieseennenn, 16

Figura 2. Prueba de difusion de disco para el aislamiento de Escherichia coli de un cultivo de

0] 13- PSSR RPOSPRSR 26
Figura 3. Arbusto de Senna Reticulata Willd (Saragundi)..........ccccoceiveviiieieeie e 30
Figura 4. Antraquinonas identificadas en la elucidacion de la planta Senna reticulata(willd). .....32
Figura 5. Esquema de extracCion SOXNIEL. .........ccoviiiiiiiieie s 37
Figura 6. Ejemplos de camaras reveladoras para cromatografia de capa fina. ...........ccccocevcereenne, 41
Figura 7.Diagrama de un cromatdgrafo de gases y su equipamiento.........ccccceeeveveeveeviecivesieennnnn, 42
Figura 8. llustracion de la fuente de iones por impacto de electrones. ..........cccccvevvevveveccieceennnn, 44
Figura 9. Planta verde y seca para la elaboracion del extracto. ..........c.ccoceeeieieinineniiccsenee,s 52
Figura 10. Balanza de Humedad utilizada para 1as mediCIONes. ..........c.ccooveererenencninisieees 54
Figura 11. Proceso de homogenizacion del material vegetal fresco y SeCO. ......ccccvvvevveiciieennenn, 55

Figura 12. Método de extraccién de la Senna reticulata por el método de reflujo cerrado (soxhlet)

Figura 13. Método de extraccion de la Senna reticulata por el método de maceracion. ............... 58

Figura 14. Equipo de rotavapor utilizado en las pruebas de concentracion de los extractos de

Senna Reticulata (SAraguNi)........ccvooieiiiiiiice e 59
Figura 15. Elaboracion de discos de sensibilidad para pruebas de inhibicion. ..o, 63
Figura 16. Preparacion de medios de cultivo Agar Mueller Hinton. ..o, 64

Figura 17. Replicacién de las cepas microbiologicas Staphylococcus aureus ATCC 6538 vy
Candida albicans ATCC L0231.......ccueuerieiieieeieeieeeeeeee ettt bbb reaneene e e s 66
Figura 18. Proceso de siembra de las muestras del extracto de Senna reticulata (Saragundi). .....67
Figura 19. Productos utilizados como control positivo para las pruebas contra S. aureus y
O 1] o[- 3 LSRRI 68
Figura 20. Equipo utilizado para la deteccion de componentes para cromatografia de capa fina. 71
Figura 21. Extractos concentrados de Senna reticulata (Saragundi) obtenidos por el método de

MACEIACION Y SOXNIBL. ...t bbbt 75



viii

Figura 22. Extracto de planta seca de Senna reticulata (Saragundi) obtenido por el método de
maceracion (izquierda) y SOXhlet (AereCha). ........ccovivieeieiieeie e 76
Figura 24. Aceite remanente obtenido del proceso de extraccion del material seco de la planta de
Saragundi por el MELOAO SOXNIEL. ..........ueiiee e 78
Figura 25.Anélisis de porcentaje de humedad para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
obtenidos por los métodos de maceracion y SOXNIEL. ..........cccovviiieiiiiieiiecee e, 80
Figura 26. Muestras finales diluidas para pruebas de evaluacion antimicrobiana del extracto de
Senna reticulata (SAragUNAI).........ccveiieiiii i e et sreeaeeneenreas 81
Figura 27. Formacién de halos de inhibicion obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton
CONEIa 18 DACTEIIA S.AUFBUS. ...cvveiieiieitieiee et ettt te e te e e e s e sbeesteaseesaeeteaneesneenseaneenreas 83
Figura 28. Formacion de halos de inhibicién obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton
contra la bacteria S.aureus por el Neotrol ® NF y control negativo del medio............cc.cccoveneeen. 84
Figura 29 Formacion de halos de inhibicion obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton
contra [a bacteria C.albDICANS. ........ccciuiiiieieee bbb 88
Figura 30. Formacion de halos de inhibicion obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton
contra el hongo C.albicans por el Nitrato de miconazol al 2 % (muestra 7) y control negativo del
MEAIO (IMUESEIA 8)... e cueeitieiie ettt et e s be et e e s e sbe e teeaeeebeebeeneesaeesteeneesreenre e 89
Figura 31. Ensayo de identificacion alcaloides: reactivo Dragendorff con los extractos de Senna
reticulata, realizado en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad
INternacional de 1S AMEIICAS. ......cveiieiieieie ettt ra e e ettt esaesresresnaeneaneeeens 94
Figura 32. Ensayo de identificacion terpenos: prueba Libermann-Buchard con los extractos de
Senna reticulata, realizado en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad
INternacional de 1S AMEIICAS. ......cveiieiieieie ettt ra e e ettt esaesresresnaeneaneeeens 95
Figura 33. Ensayo de identificacion para flavonoides, prueba de Shinoda los extractos de Senna
reticulata, prueba realizada en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad
INternacional de 1S AMEIICAS. ....cveveiierierieie ettt ettt sresbeeneeneeneenens 96
Figura 34. Extractos de Senna reticulata utilizados para la prueba cualitativa de deteccion de
ANTFAGQUINONAS. ..e.teteetieteestete sttt sttt e e e bbbt bt bt e b e e st e b e b e bt bt b e e bt e b e e st e s e et et e b e e bt e bt et e e beeneene e 97
Figura 35. Ensayo de identificacién para antraquinonas, para los extractos de Senna reticulata,
prueba realizada en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional

08 1A AMIBIICAS. wevevevieiieeeeee ettt et et et e e et e eeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeseeeeeeeeeesesereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerererereees 97



Figura 36. Placa de gel de silice demarcadas con los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
para prueba de deteccidn de flavonoides por cromatografia de capa fina. ........cccocoeevvvvivivciennn, 99
Figura 37. Proceso de separacion de los compuestos en placa de gel de silice utilizando una
camara cerrada de revelado de vidrio para los extractos de Senna reticulata ( Saragundi)........... 99
Figura 38. Proceso de revelado de flavonoides para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
utilizando el reactivo de VaINIIIING. .........ccooiiiiii s 100
Figura 39. Identificacion de flavonoides para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
utilizando el reactivo de VaINITIING. ........cccooiiiiiiiii s 101
Figura 40. Imégenes de los extractos de Senna reticulata (Saragundi) analizados a través de la
cabina de analisis FluOresCente @ 254 NM. .......cccvcviieieieere e 102
Figura 41. Proceso de revelado de hidroxiantraguinonas para los extractos de Senna reticulata
(ST 1= 1o 0 o [ PSSP 103
Figura 42. Imégenes de los extractos de Senna reticulata (Saragundi) analizados a través de la
cabina de analisis FluOresCente @ 254 NM. .........ccocviieieriecre e 103
Figura 43. Cromatograma obtenido mediante el analisis por cromatografia gases acoplado a un
detector de masas (CG-MS), para la planta fresca macerada de Senna reticulata (Saragundi)
realizado por el CIPRONA de la Universidad de Costa RICa. ........cccevvvverenieiieniee e 105



Agradecimientos

A Dios, por permitirme cumplir otra meta mas, por regalarme vida para disfrutarlay tiempo para

vivirla.

A mi familia, mis padres, hermanos, sobrinos, amigos ya mi suegra, cada uno de ellos participo

con su apoyo, tiempo y comprension en el cumplimiento de este suefio.

A mi esposo por su paciencia, consejos, animo y amor demostrado cada dia en el largo tiempo de

este proceso.

A Laboratorios ZEPOL, S. A por su gran apoyo durante toda la carrera, principalmente, durante

la realizacion de esta investigacion.

A mis compafieros de trabajo, gracias por su confianza, su apoyo, sus conocimientos, su tiempo,

sin ustedes no habria sido posible terminar este proyecto.

A todos mis profesores a lo largo de la carrera, en especial a la Dra. Yajaira Quesada por aceptar

el reto de esta investigacion y brindarme su asesoria y guia para concluirla.



Xi

Dedicatoria
A Dios porque sin El presente en mi vida nada seria posible.

A mis papas, Jorge y Miriam por ensefiarme que la mejor herencia que puede recibir un hijo en la

vida es el estudio y apoyarme a siempre seguir mis suefios.

A mi esposo, Victor por apoyarme en todos las etapas de esta aventura, sacrificar nuestro tiempo,
por ser mi asesor académico personal y sobre todo ensefiarme que las metas, los triunfos y las

derrotas siempre seran de los dos.



Xii

Resumen

El siguiente trabajo de investigacién, consiste en realizar un estudio de las propiedades
antimicrobianas y antimicoticas in vitro de la Senna reticulata (Saragundi) ante el
Staphylococcus aureus y Candida albicans, ya que ambos se presentan como patdégenos de gran

interés en las enfermedades topicas desarrolladas a nivel mundial.

Senna reticulata es un arbusto de unos 3 a 8 m de altura, presenta hojas con el peciolo de
3,5 a 13 cm lo cual lo diferencia de la otra especie reportada para la planta de Saragundi; Senna
alatael cual no presenta peciolo, florece entre los meses de enero a marzo y crece en el bosque

himedo, muy himedo, pluvial y charrales.

El objetivo principal de esta investigacion es evaluar la actividad antimicrobiana del
extracto de Sennareticulata (Saragundi) en cepas de Staphylococcus aeureus, asi como la
actividad antimicotica en cepas de Candida albicans. Los objetivos especificos seran de tipo
experimental dado que consiste en la obtencion de extractos con distintos métodos de analisis
disponibles, la identificacion de las sustancias activas obtenidas de la planta Senna reticulata, asi
como pruebas in vitro para determinar la actividad antibacteriana del extracto. La investigacion
presenta un enfoque cuantitativo ya que se utilizo la recoleccién de datos para probar la hipotesis

planteada.

Esta evaluacion se realiz6 comparando dos métodos de extraccion como lo son el reflujo
cerrado (Soxhlet) y la extraccion por maceracion. Ademas, se evaluaron las diferencias obtenidas

utilizando el material vegetal fresco y el material vegetal seco en ambos métodos de extraccion.

Para el desarrollo de la investigacion, se realizaron pruebas de inhibicién microbioldgica
desarrolladas en el laboratorio de microbiologia de la empresa Laboratorios ZEPOL S.A asi
como la contratacion de los servicios del Centro de Investigacion en Productos Naturales
(CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica para la deteccion de los principales compuestos
activos y los andlisis cualitativos de identificacion de grupos funcionales se realizaron en la

Universidad Internacional de las Américas (UIA).

Se comprueba que el extracto de Senna reticulata extraido de la planta fresca por el

método de maceracion es el Unico que presenta un efecto inhibitorio moderado frente a cepas de
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Staphylococcus aeureus, sin embargo; los resultados obtenidos no demuestran inhibicion de las
cepas de Candida albicans.



CAPITULO | INTRODUCCION

Planteamiento del problema

Las bacterias mas importantes como flora transitoria de la piel, y, por lo tanto, implicadas
en infecciones cutaneas, son S. aureus y S. pyogenes. Entre un 20% y 40% de los adultos sanos
presentan algun tipo de colonizacion; por ejemplo, la colonizacion nasal por S. aureus representa
hasta un 20%, aunque s6lo contaminan de forma transitoria el resto de las zonas del organismo.
Por el contrario, en pacientes con dermatitis atopica, la recuperacion de S. aureus de la piel

alcanza un 70 % a 90% de los casos. (Savedra y Santos et al, sf. p160).

Staphylococcus aeureus es un patdégeno importante en el ser humano. Casi todas las
personas presentaran algun tipo de infeccion por S. aureus durante su vida, la cual oscila en
gravedad desde una intoxicacion alimentaria o infecciones cutaneas leves hasta infecciones
graves que ponen en riesgo la vida. Los estafilococos coagulasa negativos son microflora humana
normal y a veces causan infecciones, a menudo éstas estan relacionadas con dispositivos
implantados en el organismo, como protesis articulares, derivaciones y catéteres intravasculares,
sobre todo en los nifios muy pequefios y en los pacientes inmunodeprimidos. (Jewets et al, 2010,
p.185).

Las levaduras del género Candida causan enfermedades en los humanos que abarcan
desde infecciones superficiales no graves, hasta sistémicas y potencialmente mortales. La
candidiasis o candidosis, es el origen comdn de enfermedad vaginal y aunque es una infeccion no
considerada como incapacitante, suele causar sintomas molestos que alteran la conducta del
paciente.Candida albicans sigue prevaleciendo como el principal agente colonizador. Las
diferencias encontradas entre paises desarrollados con respecto de los latinoamericanos consisten,

basicamente, en los métodos diagndsticos y el tipo de tratamiento. (Pineda, 2017, p 40).

En la actualidad, a pesar del avance alcanzado por la sintesis quimica, la medicina

herbaria pone a disposicion de la poblacion un arsenal de sustancias biol6gicamente activas. Se



estima que hasta el 80 % de la poblacion mundial, principalmente, en los paises en desarrollo,
depende de los medicamentos a base de plantas como una fuente primaria de atencién médica. El
consumo mundial de medicinas herbarias es una practica ampliamente extendida, por lo que es

esencial identificar los riesgos asociados a su uso por la poblacion. (Rosalia, et al, 2017, p.2).

Una gran cantidad de plantas o extractos naturales poseen propiedades especiales que
facilitan y favorecen que sean utilizados como componentes activos para la elaboracion de
formas farmaceuticas, las cuales brindan una opcion para el tratamiento de enfermedades de la
piel producidas por patdégenos como S. aeureus y C.albicans. Los medicamentos a base de
plantas medicinales presentan grandes ventajas en comparacion con los tratamientos quimicos.
Para el control y prevencién de enfermedades por bacterias que denotan patogenicidad, es de gran
importancia lograr disminuir la carga bacteriana a nivel topico para la prevencion de

complicaciones.

La planta de Saragundi presenta diversas partes que reportan propiedades terapéuticas
como antibacterial, antifangico, antimicrobiano y analgésico. Esta planta ha sido utilizada para el
tratamiento de afecciones de la piel en humanos y animales. Existen dos especies reportadas
actualmente en el pais, Senna alata y Senna Reticulata, sin embargo, de la especie Senna
reticulata es la que se ha reportado mayor presencia en varias zonas del pais, por lo tanto, sera el

sujeto de estudio de esta investigacion

Segun lo expresado, en la presente investigacion, se presenta como principal interrogante
si; ¢ Tiene el extracto de Sennareticulata (Saragundi) efecto antimicrobiano sobre el crecimiento

de cepas de Staphylococcus.aeureus y efecto antimicotico sobre cepas Candida albicans?

Hipotesis

El extracto de Sennareticulata (Saragundi) posee efecto antimicrobiano sobre el
crecimiento de las cepas de Staphylococcus aeureusy efecto antimicético sobre cepas de Candida

albicans.



Objetivo general

Evaluarla actividad antimicrobiana del extracto de Sennareticulata (Saragundi) en cepas

de Staphylococcus aeureus, asi como la actividad antimicética en cepas de Candida albicans.

Objetivos especificos

Realizar la extraccion de los componentes activos de las hojas de la Senna reticulata por
medio de reflujo cerrado (Soxhlet) y maceracion.

Determinar la actividad antibacteriana y antimicotica de los extractos de las hojas de
Senna reticulata en condicion fresca y seca.

Identificar la presencia de los metabolitos activos en el extracto de Sennareticulata
(Saragundi)



Justificacion

La fitoterapia es la ciencia que se encarga de aprovechar las propiedades medicinales de
las plantas para prevenir o tratar las diferentes enfermedades y dolencias. Es una ciencia que data
desde miles de afos atras y que el ser humano ha utilizado como aliado en el tratamiento de
enfermedades; las hierbas se siguen utilizando como remedio practicamente, en todas las culturas
e incluso en algunos pueblos son la Unica opcion, la Organizacion Mundial de Salud (OMS),

(2016) reconoce el valor con el que esta terapia contribuye al sistema sanitario mundial

El creciente desarrollo de la resistencia a los medicamentos en los patdgenos humanos, asi
como los efectos secundarios no deseados de algunos agentes antimicrobianos de uso comdn
impulsaron la busqueda de nuevos agentes con eficacia y seguridad, la Senna reticulata se utiliza
como antiinflamatorio, cardiovascular, para uso dermatologico en infecciones, en problemas
gastrointestinales para combatir la artritis y el reumatismo. (Moreira, Arndez, Murillo, Quesada,
Castro, Zamora, Cordero, Loaiza y Navarro, 2014, p70). Actualmente, la sociedad ha ido
aumentando el uso de medicamentos naturales como tratamiento alterno a la medicina
convencional. Por tal motivo, evaluar si es factible utilizar la Senna reticulata como activo para

el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas generara un aporte a la terapéutica nacional.

El informe de la OMS (2016), indica que, 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. La terapia con plantas medicinales representa cerca del 25% del arsenal de
prescripciones de los paises industrializados y un 80% en paises en desarrollo. Ademas, 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.

La implicacién préactica de esta investigacion es utilizar la informacién documentada que
se tiene en relacion con la Senna Reticulata para sus aplicaciones médicas en terapias
antibacteriales, antifingicas y analgésicas, siendo los extractos de sus hojas efectivos en el

tratamiento de las afecciones de la piel. Extractos etandlicos, metanolicos e hidroalcohoélicos de la



planta entera de Senna reticulata mostraron actividad significativa contra Staphylococcus aureus,
Staphyloccus epidermis,Candida albicans y Microsporum canis. (Ruiz y Roque,2009, p 42)

“La basqueda continua y el interés en los productos vegetales naturales para su uso como
medicamentos han actuado como catalizadores para explorar las metodologias involucradas en la
obtencidn de los materiales vegetales requeridos y a partir de ahi revisar sus componentes”. (Igoli
y Ogali, 2005, p.135).

Makinde, Igoli, Tama, Shaibu y Garba (2007) encontraron que hay un efecto
diferenciador entrelas respuestas inhibitorias de diferentes microorganismos al utilizar diferentes
fracciones de los extractos de las hojas, de forma similar este trabajo pretende estudiar algin

efecto diferenciador al utilizar las hojas secas o en estado fresco.



Antecedentes

El uso de plantas medicinales data de muchos afios atras, los descubrimientos de los
efectos terapéuticos de algunas plantas se encontraron por casualidad, respondiendo a la
necesidad de nuestros antepasados de buscar nuevos alimentos, algunas de estas pruebas y
errores, sirvieron para diferenciar plantas comestibles, con efectos negativos y otras que les
producian sensaciones de alivio a sus padecimientos. Muchos pueblos que se desarrollaron como
cazadores y recolectores por miles de afios cambiaron su forma de vida al adoptar la siembra de
plantas comestibles y medicinales como parte importante de su subsistencia. (Rosalia, et al,
2017).

Segln Watson (1991) en muchos paises las plantas de los géneros Cassia y Senna son
muy empleadas en la Medicina Popular, reportdndose en la literatura diversas acciones
farmacoldgicas que son atribuidas a los componentes fenolicos, antraquinénicos y terpenoides

gue estan presentes en ellas.

“Senna reticulata se utiliza en la amazonia como medicina tradicional se emplea como
antirreumatica, contra enfermedades tdpicas, diurético, laxante, hipertension y estrefiimiento.
Cabe destacar su uso como insecticida y repelente. Por lo general, dependiendo de las
indicaciones las partes utilizadas son las hojas, las semillas y raices”. (Villanueva y Zevallos

2017, p 5).

Por todo lo investigado a través del tiempo en relacion con las plantas medicinales y sus
efectos positivos en la salud de la humanidad, es de interés fundamentar el analisis de la especie
Senna reticulata y su efecto anti antimicrobiano y antimicotico basandose en los antecedentes

gue se describen a continuacion.



Internacionales

En la elaboracién del presente apartado, se procedid a realizar investigacion en bases de
datos disponibles: OPAC, EBSCO, SCIELO, COCHRANE, MEDLINE, PUBMED, PUBCHEM

en los cuales se encontraron los siguientes de interés para la investigacion.

Villanueva y Zevallos (2017) realizaron un estudio de “Cuantificacion de polifenoles
totales de la flor de Senna reticulata” en la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, Perd.
En este estudio se realiz6 un extracto hidroalcohdlico por maceraciéon durante 15 dias, luego se
rotavapore6 a 50°C a 3,5 rpm y se extrajeron los compuestos fendlicos con metanol. Por la
técnica de espectrofotometria, se midid6 una curva de calibracion con un coeficiente de
determinacion de 0,99mg acido galico/ g de flor seca. Los resultados obtenidos demuestran que la
flor contiene 8,69+/- 1,27/ g de flor seca lo que se considera como cantidad poco significativa de
polifenoles totales.

En el trabajo realizado por Hoffman y DelasAlas ( 2004) “Screening of Antibacterial and
Antifungal Activities of Ten Medicinal Plants from Ghana” ( Deteccion de actividades
antibacterianas y antifungicas de diez plantas medicinales de Ghana) realizado en la Universidad
de Houston, USA, se encontr6 en dicho estudio el reporte de diez plantas medicinales de las
cuales se probaron extractos de cinco de ellas: Phyllanthus niruri, Ageratum conyzoides,
Acanthospermum hispidum, Cassia alata y Sida, estos extractos tuvieron actividad contra los
microorganismos Gram positivos Staphylococcus aeureus incluyendo los resistentes a la
meticilina. Se estandariz6 la extracciéon utilizando el equipo Soxhlet agregando 1000mL de
metanol y realizando el proceso durante 24 horas. En los resultados obtenidos se encontrd
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aeureus, sin embargo, contra Escherichia coli y

Pseudomonas aeuriginosa los resultados no fueron satisfactorios.

Matulevich, Castrillon, Chitiva, y Flores ( 2017) en su “Caracterizacion quimica del
aceite esencial de hojas de la especie vegetal Senna reticualata ( Fabaceae)” realizado en la
Universidad Distrital Francisco José de Caldas de Colombia realizaron un estudio a partir de las

hojas frescas de la especie vegetal Senna reticulata (Fabaceae) se obtuvo la identificacion y



composicion quimica del aceite esencial, mediante la técnica de extraccion por arrastre de
vapor; acoplada a espectrofotometria de masas (CG-EM) comparando los indices de refraccion
(IR) con los datos reportados en la literatura. Utilizando un software estadistico InfoStat con un
anélisis multivariado donde se establecieron los coeficientes de correlacion de variables,
determinacion de minimos cuadrados y regresion lineal. Se obtuvo un rendimiento de 0,10% en
peso de aceite esencial identificando 20 compuestos correspondientes al 80,39% de la
composicion quimica total del aceite esencial, identificando un 4acido carboxilico, un
hidrocarburo alifatico, dos esteres, catorce sesquiterpenos y dos aldehidos.

Asi mismo, Barria y Snchez (2013), en su tesis para optar por el titulo profesional de
quimico farmacéutico en la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana estudiaron la
“Actividad antimicrobiana de los extractos vegetales de Senna reticulata (Willd) “retama” sobre
microorganismos patogenos” el estudio consistié en probar la actividad antimicrobiana in vitro
del extracto etandlico e hidroalcohodlico de la vaina de la planta sobre el Staphylococcus aeureus
y Escherichia coli. Los extractos hidroalcohdlicos se realizaron en una mezcla de etanol/agua en
una proporcion 70/30, respectivamente, el cual fue macerado por 7 dias, Se realiz6 un tamizaje
fitogquimico para identificar alcaloides, quinonas, flavonoides, fenoles, taninos, saponinas, aminas
y aminoacidos, ademas se realizaron pruebas de evaluacién de eficacia antimicrobiana mediante
la observacion directa y registro de los halos de inhibicion observados sobre cada
microorganismo. En los resultados obtenidos se observo que el extracto etandlico de la hoja
presentaron una moderada actividad antimicrobiana significativa frente a e.coli y el extracto
hidroalcohdlico frente a s.aeureus.

En Pert, Ruiz (2013) en su tesis para optar para el grado académico de Magister en
Microbiologia investigéd la “Actividad Antifungica In Vitro y Concentracion Minima Inhibitoria
mediante Microdilucion de ochoplantas medicinales. La investigacion consistio en determinar la
actividad antifungica in vitro de los extractos metandlicos, etanodlicos e hidroalcohdlicos de
Hypericum laricifolium(partes aéreas), llex guayusalLoes (hojas), Juglans neotropica Diels
(corteza), Piper lineatum(hojas), Piper spp. (hojas), Psidium guajava(hojas), Cassia
reticulataWilld (planta entera) y Terminalia catappa (hojas). La actividad antifingica se evalué
mediante el método de difusion en agar frente a Candida albicans, Aspergillus niger y

Microsporum caniscepa clinica determinando la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Como



resultado importante se obtuvo que todos los extractos presentaron actividad antifingica
importante frente a C.albicans y M.canis,pero ninguno frente a A.niger.

También, Nunes do Santos y Goretti (2008) en su articulo “Constituyentes quimicos
aislados del tallo de Senna reticulata Willd, (Leguminoseae) exponen que la especie Senna la
cual, también, es conocida como Cassia reticulata presenta diversas propiedades farmacoldgicas
por las cuales se ha utilizado ampliamente en la medicina popular de América Latina. Utilizada
en Brasil para el tratamiento de obstrucciones del higado y reumatismo. El estudio consistio en
utilizar el material molido y seco y extraerlo con etanol en frio, ademéas de realizar otras
extracciones con n-hexano y a través de técnicas cromatograficas. En los resultados obtenidos se
encontraron las sustancias 1,8-diidroxi-3-metilantarquinona (crisofanol) y el 1,8-diidroxi-3-metil-
6-metoxiantraquinona (fisciona). Este estudio demuestra que existen otras especies, ademas de

Cassia alata que presentan efectos farmacoldgicos.

Por otra parte, es importante conocer algunas de las investigaciones realizadas a las
especies Senna alata conocida, también, como Cassia alata ya que es, comiunmente, llamada
Saragundi autores como Makinde y Igoli (2007) realizaron el estudio de la actividad
antimicrobiana de la Cassia alata, éste se realizd en Nigeria. Para la realizacion del estudio, se
utilizé el equipo Soxhlet efectuando la extraccion con una mezcla de metanol y agua (4:1) la
evaluacion fitoquimica de los extractos de hojas dio pruebas positivas para alcaloides, fendlicos,
terpenoides, grasas, aceites y ceras. Los resultados obtenidos para los extractos mostraron
actividad contra bacterias y hongos probados.

En el estudio realizado por Binti (2008) en Malasia sobre “Evaluation of antimicrobial
activity from Cassia alata leaves towards Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)”
(Evaluacion de la actividad antimicrobiana de Cassia alata hacia el Staphylococcus aeureus
resistente a la Meticilina (MRSA)realizado para optar por su grado de Master en Ciencias de la
Facultad de Farmacia, detalla la extraccion de las hojas secas de la planta utilizando etanol y
metanol. El extracto metandlico fue separado utilizando solventes cuya polaridad fuera

incrementando, tales como butanol, hexano y cloroformo. Los resultados obtenidos de los
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extractos de butanol y cloroformo exhibieron inhibicion contra Staphylococcus aeureus resistente
a la Meticilina.

Por otro lado, Villasefior y Sanchez(2009) en su estudio sobre “Cassiaindoline, a New
Analgesic and Anti-Infl ammatory Alkaloid from Cassia alata” (Cassiaindoline, un nuevo
alcaloide analgeésico y antiinflamatorio de Cassia alata) realizado en la Universidad de Philipinas
en el cual se aislé un nuevo dimérico indol llamado Cassiaindoline. El extracto de las hojas del
indol se elucid6 a través de analisis de espectroscopia. En el analisis se obtuvieron dosis

analgésicas de 125,0 mg /kg en ratones en el compuesto aislado.

Asi mismo, en la investigacion realizada por Somchit (2013) “In vitro antimicrobial
activity of ethanol and water extracts of Cassia alata” ( Actividad antimicrobiana in vitro de
extractos de Cassia Alata en etanol y agua) realizado en la Universidad de Malasia, el estudio
consistié en probar in vitro el extracto elaborado en agua y en etanol de la Cassia alata y su
efecto contra hongos (Aspergillus fumigatus y Microsporum canis) levadura ( Candida albicans)
y bacterias (Staphylococcus aereus y Escherichia coli). Se realizd la extraccion mediante el
aparato Soxhlet, utilizando etanol 95% v/v y agua destilada, la extraccion se llevé a cabo durante
12 horas. En los resultados obtenidos se muestra que la C.albicans mostré susceptibilidad
dependiente de la concentracién hacia los extractos de etanol y agua de las cortezas, sin embargo,
fue resistente hacia el extracto de hojas. El grado de susceptibilidad varid, el extracto de agua de

las cortezas mostré una zona de inhibicion mayor que el etanol.

Nacionales

En esta seccién de la investigacion, se procedid a realizar busqueda de informacién en
bases de datos disponibles de 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 vy en la Universidad
Internacional de las Américas UIA para un total de tres trabajos nacionales, que, a continuacion,

se describen.
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En la Universidad de Costa Rica, se encontrd una tesis, ésta fue elaborada por Watson,
(1991) para optar por el posgrado en Quimica. La investigacién consistié en la Evaluacion
fitoquimica de las hojas de Senna alata y Cassia fructicosa. En dicha investigacion se emplearon
técnicas cromatogréaficas para llevar a cabo la separacion de los compuestos detectados y técnicas
espectroscopicas para determinar su posible identidad. Se utiliz6 el método Bolhman el cual es un
método eficiente para la extraccion de una gama alta de compuestos. Se obtuvieron resultados
positivos de los extractos metandlicos y acuosos por lo que se probo con larvas de Artemia salina

para determinar si habia compuestos bioactivos en las fracciones polares.

Por otro lado, Pérez (2004) en su informe especial para optar por el titulo de Ingeniero en
Biotecnologia investigd sobre la “Determinacion in vitro de la eficacia de extractos de Saragundi
(Senna reticulada) contra hongos dermatofilos (Trichophyton rubrum y Microsporum gypseum)
este estudio fue realizado en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. La metodologia utilizada fue
efectuar extractos por maceracion empleando como disolventes alcohol y cloroformo, estos
extractos se probaron en cuatro concentraciones distintas sobre cultivos in vitro de dos hongos
dermatofilos (Trichophyton rubrum y Microsporum gypseum), para lo cual se utilizaron discos de
papel absorbente impregnados con cada una de las diluciones. Los resultados de las pruebas de
actividad antifangica con los extractos electos se analizaron estadisticamente dando como
resultado un efecto inhibitorio superior en los extractos alcohdlicos y una mayor susceptibilidad a

los extractos por parte de Trichophyton rubrum.

Asi mismo, en el trabajo final de graduacién para optar por el grado académico de
Licenciatura en Farmacia y al grado profesional de Doctor en Farmacia elaborado por Arias,
(2007)en la Universidad de Costa Rica, se estudié la actividad antimicrobiana de extractos y
aceites esenciales obtenidos de plantas de la flora costarricense. En el estudio, se probaron los
efectos antimicrobianos contra Microccus luteus, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus
aeureus, Bacillus subtilis aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeuriginosa, Salmonella
sp, Escherichia coli y Candida albicans de las hojas de extractos, tanto acuosas como etandlicos
y aceite esencial de las hojas de Siparuna grandiflora, Siparuna pauciflora,Piper naranjoana,
Hedyosmun bonplandianum y Piper friedrichsthalii. Se utilizo la prueba de Mitsher como prueba
de tamizaje, los extractos que presentaron actividad fueron los extractos acuoso y etanolicos de

Piper friedrichsthalii y Hedyosmum bonplandianum contra Microccus leteus, Staphylococcus
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epidermidis, Staphylococcus aureus. También, se determind la concentracion minima inhibitoria
utilizando un medio liquido, en este caso los resultados demostraron que, en todas las muestras,
la actividad antibacteriana del aceite esencial fue mayor que la de los extractos acuosos y

etanolicos.

Moreira et al (2016) en su investigacion realizada en Costa Rica sobre “Estudio de cuatro
plantas con uso medicinal tradicional cultivadas en las regiones Huetar Norte y Atlantica de
Costa Rica” se enfocaron en la revision fitoquimica de las plantas Phyllantus niruri ( chanca
piedra), Senna reticulata ( Saragundi), Pettiveria alliaceae ( ajillo ) y Phyllantus acuminatus (
chillillo), de manera que se vinculé a su actividad bioldgica potencial mediante técnicas que
permiten establecer protocolos de buen uso, asi como introducir buenas précticas de cultivo a las
comunidades de las regiones de Huetar Norte y Huetar Atlantica para que se pueda hacer uso
sostenible de las plantas. Se utilizaron las técnicas de analisis UPLC-DAD/TQ-ESI MS vy de
RMN, ademas se determind la actividad antioxidante a través de dos metodologias, DPPH y
ORAC.

Los resultados obtenidos en la planta de interés Senna reticulatase encontré que esta
planta junto con el chilillo puede presentar problemas de domesticacion de las especies si no se
les brinda condiciones éptimas. También, se determiné que la especie requiere de 6 a 8 meses de
sembrada para iniciar su periodo reproductivo. En cuanto a los componentes fitoquimicos se
elucidaron estructuras con potencial bioactivo como lignanos, tetraterpenos, fitosteroles,
polifenoles monoméricos glicosilados, agliconas y flava-3-oles.

Por ultimo, Jiménez (2002) en su trabajo de graduacién presentado como requisito parcial
para optar al titulo de Ingeniera Agronoma con el grado de licenciatura en la Universidad
EARTH realizé la caracterizacion de 10 Genotipos de Saragundi (Senna reticulata ( Willd) H.S
Irwin & Barneby), propagacion vegetativa por estacas y desarrollo de productos en Pocora, Costa
Rica” basicamente, el estudio consistié en realizar un disefio de siembra por estacas las cuales se
mantuvieron por un periodo de 6 semanas luego se trasladaron al campo para ser sembradas y
monitorear altura, didmetro, nimero de hojas, entre otros.

También, se elaboraron productos cosméticos cremas y champus con extracto de
Saragundi. El extracto se realizo en agua hirviendo las hojas por 5 minutos luego se filtré y se

dejo enfriar para ser utilizado en los cosméticos. Los resultados obtenidos para las mediciones de
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las plantas la variable que mayor desarrollo obtuvo fue altura, también al elaborar los productos

cosmeticos se comprobd que los productos presentan una buena aceptacion visual.

La informacion emanada de los estudios realizados a la Sennareticuladademuestran que
existe evidencia cientifica en la actividad inhibitoria frente al, Staphylococcus aeureus y Candida
albicans, por lo cual resulta una base importante para desarrollar la presente investigacion.

Proyecciones

Dentro de las consideraciones de proyeccion del presente trabajo de investigacion se

encuentran:

Elaborar una alternativa natural que esté a disposicion a nivel nacional para la creacion de una

nueva forma farmacéutica.

Realizar una publicacion en revistas cientifica de circulacion nacional en el éarea de

etnofarmacologia médica.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Generalidades de las bacterias

“Las células bacterianas poseen un tamafio entre 0,3 y 0,5 um, estas bacterias pueden
tener, basicamente, tres formas: cocos o esféricos, alargadas o bacilos y curvados o espirales. Las
bacterias pertenecen al reino procariota y son capaces de reproducirse mediante fision binaria”
(Jewets et al, 2010, p.185).

Segun lo establece Flores (2014),las bacterias son divididas en dos tipos, las primeras son
las arqueobacterias, que carecen de peptidoglicano, ésta es la cualidad que les permite vivir en
medios &cidos y salinos, las otras son las eubacterias las cuales, si poseen peptidoglicano, éstas
son las que viven en organismos vivos. El método de reproduccion de las bacterias es mediante
reproduccion binaria y, basicamente, éstas se presentan en formas basicas, esféricas o cocos, las

alargadas o bacilos, y las bacterias curvadas o espirilos.

Mollinedo y Gonzalez, (2014) realizan la diferenciacion de los dos tipos de bacterias, las
Gram positivas y las Gram negativas, éstas tienen una reaccion a la tincion de Gram, establecida
por el bacteridlogo danés Hans Christian Joachim Gramen en 1844, el doctor Gramen desarrolld
una técnica de coloracion diferencial cuya reaccidn es diferente, segun el microorganismo que se
identifica, pues las bacterias Gram positivas se tifien de color violeta y las bacterias Gram
negativas de color rosado. La diferencia entre ambas bacterias esta en la estructura de la pared
celular ya que las Gram negativas presentan una pared celular delgada unida mediante
lipoproteinas a otra membrana mientras que las bacterias Gram positivas tienen una gruesa capa

de peptidoglicano.

Mollinedo y Gonzalez, (2014) clasifican a las bacterias, ademas de su forma antes
mencionadas, en bacterias, segun su optimo de temperatura entre ellas las termoéfilas, mesofilas y
psicrofilas, también, segin su pH en el cual se desarrollan: acidofilas, neutréfilas y basofilas y
para fines practicos, segun la necesidad de oxigeno: bacterias aerobias estrictas donde se tiene a
la Helicobacter pylori, bacterias anaerobias estrictas y las bacterias anaerobias facultativas, aqui

se tienen especies como E, colli, salmonelas y Estafilococos.
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Estafilococus

Jewets et al, 2010 define los estafilococus como células esféricas grampositivas, por lo
general, dispuestas en racimos irregulares parecidos a las uvas. Se desarrollan rapidamente en
muchos tipos de medios y tiene actividad metabodlica, fermentan carbohidratos y producen
pigmentos que varian desde un color blanco hasta un amarillo intenso. Algunos son miembros de
la microflora normal de la piel y las mucosas del ser humano; otros producen supuracion,

formacion de abscesos, diversas infecciones pidgenas suelen producir septicemia normal. (p.185).

Es importante resaltar que casi todas las personas presentan algun tipo de infeccién por S.
aeureus durante su vida, puede ser desde una intoxicacion alimentaria o infecciones cutaneas
leves hasta infecciones graves que ponen en peligro la vida. Alrededor del 75% estas infecciones

que son causadas por estafilococus coagulasa-negativos se deben a S.epidermis(p.185).

Cultivo y caracteristicas de crecimiento

Segun Jewets et al, 2010 y Bustos, Handman y Gutiérrez (2006), los estafilococus crecen
rapidamente en casi todos los medios bacterioldgicos, se desarrollan con mas rapidez a una
temperatura de 37°C, pero forman pigmento mejor a una temperatura ambiente (20 a 25°C).
S.aeureus suelen formar colonias de color gris a amarillo dorado profundo. EI género
Staphylococcuscontiene dos especies S. saccharolyticus y S. aeureus subespecie anaerobius, que
al principio se desarrollan s6lo bajo condiciones anaerobias, pero que se vuelven mas

aerotolerantes en los subcultivos. (p.185).

“Los estafilococus producen catalasa, lo cual los distingue de los estreptococos, ademas
fermentan lentamente muchos carbohidratos y producen &cido lactico, pero no gas, son
relativamente resistentes a la desecacion, al calor (resisten una temperatura de 50°C durante 30
minutos)”(Jewets et al, 2010).

En la

Figura 1, se observa el crecimiento de las colonias de S.aureus en una placa de agar sangre,

después de la incubacién durante 24 horas.
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Figura 1. Colonias de S.aureus incubadas en placas de agar sangre.

Fuente: Jewets et al, 2010.

Bustos et al (2006), establecen que S.aureus forma parte de la familia Microccocaceae,
género Staphylococcus, el cual contiene mas de 30 especies diferentes y muchas de éstas son

habitantes naturales de la piel y las membranas mucosas del hombre (p.288).

Generalmente, una lesion estafilococica presenta un furtinculo u otro absceso circunscrito.
Grupos de S. aureus establecidos en un foliculo piloso producen necrosis del tejido (factor
dermonecrético), se produce coagulasa y coagula la fibrina alrededor de la lesion lo que da con la
formacion de tejido fibroso al final del proceso. En el centro de la lesion, ocurre la licuefaccion
del tejido necrotico, la cavidad se llena lentamente con tejido de granulacion y después hay

cicatrizacion. (Jewets et al, 2010).

Principales infecciones producidas por Sthaphylococus

“S. aureus posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una amplia gama de
enfermedades. Produce lesiones superficiales de la piel y abscesos localizados en otros
sitios. Causa infecciones del sistema nervioso central e infecciones profundas como

osteomielitis y endocarditis.
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Es causante de infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto
urinario y es la principal causa de infecciones nosocomiales. Provoca intoxicacion
alimentaria al liberar sus enterotoxinas en los alimentos y produce el sindrome del
shock tdxico al liberar super antigenos en el torrente sanguineo. Ademas, causa

septicemia, impétigo y fiebres” (Bustos et al, 2006, p.287).

Segun Cervantes, Garcia y Salazar (2014), la evolucion natural de las infecciones por S.
aureus se puede resumir como sigue: en neonatos, la mayoria de los nifios y los adultos seran
colonizados en forma intermitente por S. aureus, albergardn el microorganismo en forma
preferente en la nasofaringe, ocasionalmente en la piel y més raramente en la vagina. Sin duda,
esta bacteria puede contaminar cualquier sitio de la piel, mucosas o incluso trasladarse a otras

personas por transferencia interpersonal, a traves de aerosoles o por contacto directo.

La liberacion de toxinas en la piel y otros 6rganos puede causar diversos tipos de
exantemas cutaneos y sintomas generales como lo es la enfermedad diarreica aguda. Las
bacterias pueden sobrepasar los mecanismos fagociticos locales y acceder a los canales linfaticos
y al torrente sanguineo, dando origen a una bacteriemia estafilocdcica, ésta es una complicacion
grave gque puede conducir a una infeccion metastésica el cual conlléva a un prondéstico no muy

alentador para el paciente. (Cervantes et al, 2014).

“Desde cualquier punto, los microorganismos pueden diseminarse a través de los
linfaticos y la circulacién sanguinea a otras partes del organismo. La supuracion
dentro de las venas, asociada a la trombosis, es una caracteristica frecuente de tal
diseminacion. En la osteomielitis, el centro primario del crecimiento de S. aureus
suele ser un vaso sanguineo terminal de la metéfisis de un hueso largo, lo que
desencadena necrosis del hueso y supuracion cronica. S. aureus puede ser causa de
neumonia, meningitis, empiema, endocarditis o septicemia con formacién de pus

en cualquier 6rgano.

Los estafilococos de baja invasividad intervienen en muchas infecciones cutaneas
(p. €j., acné, piodermia o impétigo). Los cocos anaerobios (Peptostreptococcus)
participan en las infecciones anaerobias mixtas. Los estafilococos también causan
enfermedad mediante la elaboracion de toxinas, sin una infeccion invasiva

manifiesta. La exfoliacién ampollosa, el sindrome de epidermdlisis estafilocécica
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aguda, es causada por la produccion de toxinas exfoliativas” (Jewets et al, 2010, p
189).

Castafidon (2012), establece que S.aureus una de las principales causas de infecciones
adquiridas en la comunidad y a nivel hospitalario, esta bacteria puede comportarse, tanto como
un organismo comensal y como un agente patdgeno, siendo la mucosa nasal el principal sitio de
colonizacion de los seres vivos, estimandose que aproximadamente el 20% al 30% de la

poblacién general es portadora de la bacteria.

Pruebas diagnosticas de laboratorio por infecciones por S.aureus

Jewets et al (2010), establecen los siguientes cuatro tipos de pruebas de diagndstico
utilizadas en la clinica para identificar o aislar la bacteria S.aureus, los cuales se enumeran a

continuacion:

Muestras: las muestras apropiadas son las relacionadas con fluidos corporales como lo
son: sangre, aspirado traqueal o liquido cefalorraquideo o pus de la superficie (p. 189).

Frotis: caracteristicamente los estafilococos aparecen como cocos grampositivos en

racimos en frotis de pus o de esputo al tefiirse con la técnica de Gram (p.189).

Cultivo: al sembrar las muestras en agar sangre se originan colonias caracteristicas en un
término de 18h a una temperatura de 37°C, pero los pigmentos se pueden producir hasta varios
dias después a temperatura ambiente. El S.aureus fermenta al medio de cultivo manitol, pero no

asi otros estafilococos (p.189).

Prueba de la catalasa: es una prueba utilizada para detectar la presencia de la enzima
citocromo oxidasa, consiste en colocar una gota de la solucion de peroxido de hidrogeno al 3% en
un portaobjetos y aplicar una cantidad del crecimiento bacteriano a la solucién. Si se presenta

burbujas, es decir, si se da la liberacidn de oxigeno es indicacion de una prueba positiva (p.189).

Prueba de la coagulasa: esta prueba consiste en mezclar el plasma de conejo (0 humano)
citratado, diluido 1:5 se mezcla con un volumen igual de caldo de cultivo o del cultivo de
colonias crecidas en agar y se incuba a una temperatura de 37°C, si se forman coagulos en un

lapso de 1 a 4 horas la prueba es positiva (p.189).
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Antibioticoterapia para el tratamiento por infecciones con S.aureus

La mayoria de las personas infectadas con S.aureus se alberga la bacteria ya sea en la nariz,
en la piel o en la faringe, puesto que los microorganismos patdgenos pueden diseminarse
rapidamente de una lesion a otra zona de la piel ya sea por contacto con los dedos y por la ropa
que se utiliza. Muchos farmacos antimicrobianos tienen algin efecto contra los estafilococos in
vitro, sin embargo, en personas infectadas por patogenos es dificil erradicarlos ya que los
microorganismos rapidamente desarrollan resistencia, impidiendo asi que el farmaco ejerza su

accion en la porcion necrotica central de una lesion supurativa. (Jewets et al, 2010, p 190)

Suérez y Gudiol (2008), mencionan que Alexander Fleming en 1928 observo que el
crecimiento de S.aureus se inhibia ante la presencia del hongo Penicillium notatum. Sin embargo,
no fue sino hasta 1940 cuando se empieza a utilizar el tratamiento parenteral con penicilina, ain
al pasar del tiempo los betalactamicos son los antimicrobianos mé&s prescriptos en atencion

primaria y hospitalaria. (p 116)

La produccién de antibidticos como la penicilina a través del tiempo ha crecido de la mano
del desarrollo industrial, se ha desarrollado antibioticos resistentes a la penicilinasa, otros utiles
para las micobacterias (M. tuberculosis), para Gram negativos (G-), para hongos, y asi hasta los
novedosos antiretrovirales. (Ponce de Ledn, Arredondo y Lépez, 2015, p 682.)

Jewets et al (2010), establecen que las cepas de S.aureus resistentes a la penicilina G siempre
producen penicilinasa, a menudo son susceptibles a penicilinas resistentes a la lactamasa B,

cefalosporinas o vancomicina. (p 191)

Generalidades de los hongos
“Los hongos son microorganismos eucariotas que se ubican en la naturaleza. Este reino
comprende cerca de 50000 diferentes especies donde solo alrededor de 200 de las miles de
especies han sido identificados como patdgenos en los humanos, y de éstas solo una docena de
ellas son las responsables del 90% de todas las infecciones producidas”.(Kayser, Bienz,Eckert y
Zinkernagel, 2005)

Jewets et al (2010), establecen que los hongos son organismos eucariotas con al menos un
nacleo y una membrana nuclear, un reticulo endoplasmatico, mitocondrias y un aparato secretor.

Son quimiotrofos, secretores de enzimas que degradan una amplia variedad de sustratos
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organicos en nutrientes solubles que luego son absorbidos pasivamente o integrados a la célula

por transporte activo. (p 628)

El elemento morfoldgico basico de los hongos es la hifa, una red de hifas entrelazadas se

conoce como un micelio. La forma bésica de un hongo unicelular es llamada levadura, por lo

general, los hongos asumen la forma de levadura en la etapa parasitaria y la forma de micelio en

la etapa saprofita. Las paredes celulares de los hongos consisten en casi un 90% de carbohidratos,

asi como glucoproteinas y lipidos, tales como quitina, glucanos y mananos. Los hongos

filamentosos se reproducen asexualmente (mitosis), por crecimiento de hifas y extension de la

punta, o con la ayuda de esporas asexuales. (Kayser et al,2005)

“La fase de levadura suele formarse en los tejidos del huésped, su cultivo es a 37 °C,
mientras que la fase miceliar se encuentra en cultivo a temperaturas de 25 °C. Entre los
hongos dimorfos patdgenos se encuentran algunas especies agentes de micosis profundas,
como Histoplasma capsulatum y Coccidioides inmitis. Algunas especies de interés me-
dico, causantes de micosis basicamente superficiales, como Candida albicans y

Malassezia globosa.” (Crespo,2008, p388).

Jewets et al (2010), indican que los hongos se clasificacion en cuatro filos:

Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota. El filo mas numeroso es el

Ascomycota (0 ascomicetos) que incluye mas del 60% de los hongos conocidos, y en promedio

cerca del 85% de los patdgenos para los humanos. (p 629)

“Entre las micosis mas comunes que afectan al ser humano se distinguen, las infecciones
exogenas, en las que la entrada del hongo en el huésped puede producirse directamente en
la piel sana, por implantacion a través de heridas o traumas superficiales, por inhalacion o
por diseminacion desde un foco previo de infeccién profunda. Ejemplos de cada una de
ellas son las dermatofitosis, las micosis subcutaneas, las aspergilosis y la histoplasmosis.
Por otro lado, hongos comensales, como las especies de Malassezia en la piel o las de
Candida en el tracto digestivo, pueden devenir patdgenas aprovechando ciertas
alteraciones del huésped que permiten que los microorganismos se multipliquen e invadan

los tejidos: son infecciones enddgenas.” (Crespo, 2008, p389)
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Proliferacion y aislamiento de hongos.

Muchos hongos viven en la naturaleza y crecen facilmente solo con una fuente de
nitrégeno y carbohidratos, el medio utilizado tradicionalmente en micologia, el agar Sabouraud,
contiene glucosa y peptona modificada a un pH de 7,0 este medio se ha usado porque no permite

la proliferacion de las bacterias. (Jewets et al, 2010, p 630)

Clasificacion de las micosis

Segln lo establece Crespo (2008), no existe un consenso definitivo de la clasificacion de la

micosis, sin embargo, los define en su monografia de la siguiente manera:

Micosis superficiales o saproficias: en este tipo el hongo, esta limitado al estrato cérneo,
por lo que causa una minima reaccién en el huésped, en ésta estan incluidas las pitiriasis

versicolor, las piedras y la tinea nigra (p390).

Micosisi cutaneas: éstas, también, estadn limitadas el estrato cdrneo, pero inducen en
mayor medida una reaccion de inflamacién. Aqui, se incluyen las dermatofitosis o tifias y las

candidiasis de piel, mucosa y ufias (p390).

Micosis subcutaneas: aqui estan comprendidas los micetomas, la esporotricosis, la
cromoblastomicosis, la lobomicosis y la rinosporidiosis (p390).

Micosis sistémica: en este Gltimo apartado se agruparian la blastomicosis, la
histoplasmosis, la criptococcosis, la coccidiomicosis, la paracoccidioidomicosis, las cigomicosis,
las aspergilosis, las hialohifomicosis y las candidiasis sistémicas.

Candidosis
Existen algunas especies del género Candida que pueden causar candidosis, éstas por lo
general, son miembros de la flora normal de la piel, mucosas y de las vias gastrointestinales. La
candidosis es la micosis sistétmica mas comun y los agentes que con mayor frecuencia las
producen son C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.glabrata, C.guilliermondii y C.
dubliniensis. ((Jewets et al, 2010, p 647)
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Kayser et al (2005), mencionan que al menos el 70% de todas las infecciones causadas
por Candidosis son causadas por C.albicans. Las tinciones de Gram revelan que C.albicans es
una levadura ovalada Gram-positiva, esta especie puede cultivare en los medios de cultivo
habituales en los cuales después de 48 horas de incubacion presenta unas colonias blanquecinas,

éstas se diferencian de otras levaduras por caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas. (p. 363)

Existen dos técnicas sencillas descritas por Jewets et al (2010), para diferenciar
C.albicans que es el patdgeno mas frecuente de otras especies de Candida, la primera consiste en
que después de la incubacion en suero durante unos 90 minutos a 37°C, las levaduras de
C.albicans comienzan a formar hifas verdaderas o tubos germinativos y en medios con
deficiencia de nutrientes C.albicans produce grandes clamidosporas esféricas. En la segunda

técnica se puede utilizar la fermentacion en azucar. (p.647)

Pruebas diagnosticas de laboratorio

Jewets et al (2010) enumeran una serie de pruebas que se utilizan, generalmente, para
poder identificar si se trata de C.albicans o alguna otra especie de Candida. Entre las principales

por tener en cuenta se tienen:

Muestra: se obtienen muestras con aplicadores y raspaduras de lesiones superficiales,
sangre, liquido cefalorraquideo, tejidos para biopsia, orina, exudados, entre otros. (p.648)

Examen microscépico: todas las muestras obtenidas se examinan en extensiones tefiidas

por la técnica de Gram en busca de seudohifas y células gemantes. (p.648)

Cultivo: todas las muestras son cultivadas en medios para hongos o bacterias a
temperatura ambiente o0 37°C. C.albicans se identifica por la produccion de tubos germintivos o
clamidosporas, otras especies de Candida se identifican por un conjunto de reacciones

bioquimicas. (p.649)

Serologia: en general, los métodos seroldgicos tienen sensibilidad o especificidad escasa,
en el caso de la Candidosis sistémica puede haber incremento de los titulos de anticuerpos a

diversos antigenos de Candida. (p.649)
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Principales enfermedades producidas por hongos.

Ademaés de las alergias fungicas que son frecuentes encontrar Kayser et al (2005)
establecen que las enfermedades por hongos son muy frecuentes y se pueden clasificar
clinicamente de la siguiente manera: micosis primaria (coccidioidomicosis, histoplasmosis,
blastomicosis), micosis oportunistas (micosis superficiales y de levadura profunda, aspergilosis,
mucormicosis, feohifomicosis, hialofitomicosis, criptococosis; peniciliosis, neumocistosis),
micosis subcutaneas (esporotricosis, cromoblastomicosis, micetoma, micosis cutaneas (pitiriasis
versicolor, dermatomicosis). La micosis se desarrolla, principalmente, en pacientes con

deficiencias inmunoldgicas. (p.352)

Jewets et al (2010) establecen las siguientes manifestaciones clinicas que se presenta en la

candidosis:

Candidosis cutanea y de mucosas: ésta presenta factores de riesgo para que se presente,
tales como SIDA, embarazo, diabetes, lactantes, ancianos, uso de anticonceptivos, traumatismos
en la piel. Se presenta un algodoncillo en la lengua, los labios, encias, o el paladar. Se puede
presentar invasion en la vagina originada por levaduras, ésta se caracteriza por irritacion, prurito
y secrecion vaginal. Otra manifestacion incluye la invasion a la piel, principalmente, cuando el

organo se encuentra debilitado por algin traumatismo. (p.647)

Candidosis sistémica: ésta puede ser causada por catéteres, sondas, operaciones, uso de
drogas intravenosas, broncoaspiracion, dafio en la piel o a las vias gastrointestinales. En pacientes
con deficiencia innata de fagocitos los cuales no poseen células de defensa, pueden surgir
infecciones en cualquier sitio en particular como en rifiones, piel, ojos, corazén y meniges. Otro

factor es por el uso a largo plazo de corticosteroides y otros inmunosupresores. (p.648)

Candidosis mucocutanea cronica: es una enfermedad rara que inicia en la nifiez y se
acompafan a inmunodeficiencias de indole celular y endorcrinopatias, éstas originan infecciones

graves que producen desfiguracion en cualquier parte de la piel o de las mucosas. (p.648)

Para el tratamiento de la candidosis como el conocido algodoncillo y otras formas
mucocutaneas producidas por C.albicans, se suelen tratar con nistatina topica, cetoconazol o
fluconazol principalmente por via oral. La forma sistémica o generalizada se trata con

anfotericina B en conjunto con flucitosina o fluconazol, las lesiones cutaneas desaparecen con
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mayor rapidez si se eliminan factores contribuyentes como la humedad excesiva o el consumo de

antibacterianos.

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

La realizacion de pruebas de sensibilidad antimicrobiana que se realizan en los
laboratorios de microbiologia clinica es de gran importancia para confirmar la susceptibilidad a
los agentes antimicrobianos o para detectar resistencia a los distintos aislamientos bacterianos,
principalmente, aplicados para bacterias patdgenas que presentan mecanismos de resistencia.
Algunas de las pruebas son, la susceptibilidad a la penicilina presentada por Streptococcus
pyogenes, pruebas de susceptibilidad de aislamientos individuales con algunas especies
importantes que pueden poseer mecanismos de resistencia adquiridos, por ejemplo,
Enterobacteriaceae, especies de Pseudomonas, especies de Staphylococcus, especies de
Enterococcus y Streptococcus pneumoniae. (Jorgensen y Ferraro, 2009, p1749)

En los reportes emitidos por Clinical Laboratory Standars Institute CLSI (2017), se
establece que una bacteria es sensible cuando ha generado un halo de inhibicion de entre 30mm y
35mm de didmetro, una cepa es resistente cuando genera halos de inhibicion menores a 15mm.
Mediante la aplicacion de este ensayo es posible establecer cuales sustancias antibacterianas son

efectivas y permite determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Jorgensen y Ferraro, (2009) establecen distintas pruebas o métodos de anélisis de

susceptibilidad que se desarrollan a continuacién:

Ensayos de caldo de dilucion: este procedimiento consiste en la preparacion de
diluciones de los antibidticos en concentraciones conocidas como 1, 2, 4, 8 y 16 mg/mL en el
medio liquido dispensado en tubos de ensayo, estos han sido previamente inoculados con
bacterias en suspension estandarizada de 1 a 5 x 10°CFU /mL. Después de una noche de
incubacion a 35°C los tubos que presentan turbidez son los que presentaron crecimiento, la
menor concentracion de antibiotico que impida el crecimiento representa la concentracion
minima inhibitoria (CMI).(p1749)
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Método de gradiente antimicrobiano: en este método se utiliza el principio de establecer
un gradiente de concentracion antimicrobiana en un medio de agar especial para determinar
susceptibilidad, por lo general, se emplean tiras plasticas que estan impregnadas en la parte
inferior con una concentracién de antibi6tico y estan marcadas en la superficie con una escala de
concentracion, después de una noche de incubacién las pruebas se leen viendo las rayas de la
parte superior del plato, la CMI se determina por la interseccion de la parte inferior del area de

inhibicidn con la tira reactiva. (p 1750)

Meétodos de discos de difusion: este método es bastante practico, la prueba se realiza
aplicando una bacteria de aproximadamente 1 CFU/mL a la superficie de una placa de agar
Mueller-Hinton, luego se colocan discos de papel impregnados con las concentraciones
preparadas del antibiotico sobre la superficie del agar inoculado. Las placas se inoculan de 16 a
24 horas a 35°C. Las zonas de inhibicion del crecimiento alrededor de cada uno de los discos de
antibiotico se miden al milimetro mas cercano. El didmetro de la zona esta relacionado con la
susceptibilidad del aislado y a la velocidad de difusion del medicamento a través del medio agar.
Los resultados obtenidos se traducen utilizando las categorias de susceptibilidad ya sean
susceptibles, intermedios o resistentes dadas por Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI).
En la Figura 2, se observa el resultado obtenido al realizar la prueba de difusion de disco para el

aislamiento de Escherichia coli en un cultivo de orina.
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Figura 2. Prueba de difusion de disco para el aislamiento de Escherichia coli de un cultivo de

orina.

Fuente: Tomado de Jorgensen y Ferraro, 2009.

Plantas medicinales

Las plantas constituyen una fuente importante para el aislamiento de productos naturales
como drogas, tintes, saborizantes y fragancias, muchos de estos quimicos son metabolitos
secundarios que no son necesarios para el crecimiento de las plantas y se acumulan en tejidos

especializados. (Barroto et al, 2005).

El hombre desde la antigiiedad ha experimentado con distintos tipos de hierbas para el
desarrollo y tratamientos de ciertas enfermedades, las plantas medicinales por definicion son
aquellas que disponen de principios activos o metabolitos los cuales pueden utilizarse en el
tratamiento y curacion de enfermedades, el objetivo de estudiarlas es buscar sintetizar
compuestos de estructuras conocidas para producir nuevas formas farmacéuticas con mayor

eficacia y menos toxicidad que los medicamentos sintetizados. (Mendoza 2008).

En Costa Rica, se estima un aprovechamiento total de 406 especies que corresponden a
104 géneros: la familia Asteraceae retine el mayor numero de especies, asimismo, 37% del total

esta representado por 11 familias. (Quesada, 2016, p 43).
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El uso tradicional de plantas silvestres es motivo de estudio ya que se involucra el
conocimiento cientifico con el adquirido a traves de la transmisién oral adquirido de generacion

en generacion como sucede en ciertas regiones de Costa Rica. (Moreira et al, 2014, p70).

Sharapin (2000), establece que los productos de origen natural puros se definen por su
estructura quimica y son identificados por los distintos andlisis quimicos. Los productos
fitoterapéuticos tienen composicién quimica variable, por lo cual son definidos por los procesos
de extraccion. Por lo tanto, dos de los factores de mayor importancia en el proceso de
industrializacion de este tipo de producto son la calidad de la materia prima utilizada y el

solvente utilizado para su extraccion.

Garantia de la calidad de las plantas medicinales para uso en productos farmacéuticos

Quesada (2016) en su publicacién en relacion con la guia de plantas Utiles de la regién de
Diquis del Museo Nacional de Costa Rica, establece ciertos aspectos que se deben considerar
para utilizar el material vegetal como parte de la formulacion en un medicamento, es muy
importante que el producto sea de la mas alta calidad, se ha establecido una serie de exdmenes
entre los que se recomiendan analisis botanicos como el andlisis de identidad, anélisis de pureza
como lo son las pruebas fisico-organolépticos y microbiologicos y los analisis de actividad o
composicion y garantia de calidad del producto terminado, los cuales se describen a

continuacion:

Examenes de identidad: en este analisis, se pretende determinar plenamente la especie en
cuestion y la parte usada medicinalmente. Todo laboratorio de productos farmacéuticos debe
tener un herbario para referencia y asi asegurar la identidad de la especie que se va a utilizar. (p
50).

Exéamenes de pureza: son examenes de laboratorio que pretenden garantizar que la materia
prima proveniente de los campos de cultivo ha sido procesada adecuadamente y almacenada en

condiciones dptimas, se realizan al menos dos tipos de analisis:

Fisico-organoléptico: se refiere al analisis macroscopico y estereoscopico del secado,
tamano de particulas, busqueda de contaminacion por larvas e insectos, caracteristicas de color,
olor y sabor, condiciones de aspecto general de una muestra representativa del lote proveido por

el productor. Se analiza, también, el porcentaje de humedad por métodos gravimétricos o
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qguimicos. De importancia son también los ensayos para la determinacion de cenizas (totales,

insolubles en &cido, y solubles en agua) pesticidas y metales pesados. (p 50).

Examenes de actividad y composicion: los analisis de actividad se realizan, generalmente,
con bioensayos, ya sean in vitro o in vivo, los cuales pretenden evaluar la actividad bioldgica o
farmacoldgica de una materia prima, extracto o producto terminado. Las principales pruebas
pueden contribuir, tanto a la validacién del uso popular como a la verificacion de la bioactividad
de la planta, por lo general, son ensayos para medir la actividad antibacteriana, antifingica,
citotoxica, antiinflamatoria, hipoglucemante, diurética, espasmolitica e inmunomoduladora. (p
50).

Anadlisis de actividad o composicion: se pueden realizar en tres niveles dependiendo de la
instrumentacién disponible. En primer lugar, mediante el tamizaje fitoquimico por pruebas
convencionales (macrométrico), luego por el analisis de fracciones purificadas y finalmente,
mediante la valoracion de un principio activo especifico. El principio activo se puede evaluar
utilizando cromatografia de capa fina, espectrofotometria, reflectometria, cromoatografia de

gases o cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). (p 50).

Generalidades de la Senna reticulata

La especie Senna reticulata perteneciente a la familia Fabaceae y subfamilia
Caesalpinioideae, es un arbusto lefioso de flores amarillas, los tallos crecen rapidamente, produce
flores todo el afio, crece en sitios abiertos y es una planta que resiste la sequia. (Matulevich et al,
2017).

Parolin (2005), describe que la especie de Senna reticulata Willdes un arbol pionero que
coloniza zonas abiertas del Amazonas, sus raices y tallos poseen una alta tolerancia a la

inundacion y presenta una alta asimilacion fotosintética. (p41).

“Se ubica en Costa Rica en el bosque hdimedo, muy himedo y pluvial asi como en
charrales y tacotales. Se cultiva de 0 a 500 (-1800) m de altura. Principalmente se puede
encontrar en vertiente del Caribe, Cordillera de Talamanca, Llanuras de los Guatusos, de
Tortuguero, Santa Clara, Baja Talamanca, cuenca del Rio Tempisque, Valle Central, en el
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Parque Nacional Carara, region de Puriscal (la Cangreja), Parque Nacional de Manuel
Antonio, vecindad de Palmar Norte, regién de Golfo Dulce, Isla del Coco”. (Hammel,

Grayum, Herrera 'y Zamora 2010, p 710).

El cultivo se realiza por semilla, se debe tener cuidado con el fruto ya que se quiebra con
facilidad y la semilla es muy pequefia, no se deben almacenar por mucho tiempo y éstas germinan
a los tres o cuatro dias de sembradas. Después de tres o cuatro meses las plantas germinadas se
trasladan al sitio definitivo de siembra, la primera cosecha se realiza a los cinco meses de

establecida la plantacion. (Quesada, 2008, p 24).

Clasificacion taxondmica

De acuerdo con Barria y Sanchez (2013), la planta se ubica en la siguiente clasificacion

taxondmica:
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Rosales
Familia: Fabaceae
Género: Senna
Especie: Senna reticulata Will
Nombre comun: retama
Sinonimia: Cassia reticulata Will. V

Descripcion Botanica

Segun lo establece Hammel et al (2010), Senna (Willd) H.S Irwin &Barneby nombre comun
Saragundi, Saragundin, Sorocontil, es un arbusto o arbolito de 3 a 8m, presenta las ramitas de
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color pardo rojizo, cortamente pubescentes, presenta hojas con el peciolo de 3,5 a 13 c¢cm, sin
nectarios glandulares; raquis 13 a 45cm, sin nectarios glandulares, que termina en un apéndice de
1,5a5 mmy presenta foliolos 7 a 13 pares, florece entre los meses de enero a marzo. (p710). En
la Figura 3, se observa un arbusto pequefio de la planta Saragundi tomado de la zona de San Vito
de Coto Brus, de la provincia de Puntarenas, Costa Rica donde se recolect6 el material vegetal de
la investigacion.

Figura 3.Arbusto de Senna Reticulata Willd (Saragundi).

Fuente: Tomada por la sefiora Maria Rosa Rodriguez Rodriguez el 14 de febrero de 2018

en la zona San Vito de Coto Brus, de la provincia de Puntarenas, Costa Rica.

Es importante resaltar como lo estipula Hammel et al (2010), que para diferenciar la
especie Senna reticulata de la Senna alata, se debe ir al andlisis minucioso de la descripcion
botanica de cada especie, donde la diferencia principal estd en sus peciolos. La especie Senna
alata se reconoce por sus peciolos muy cortos (1,3 a 5¢cm) a veces son casi nulos o recubiertos
por los foliolos proximales. La especie Senna reticulata presenta peciolos mas grandes (3,5 a
13cm) es comln que se tiendan a confundir ambas especies,y por ende, se puede dar un uso
indebido de la planta para fines medicinales.

Etnofarmacologia de la planta

Quesada (2008), establece los siguientes usos por parte de la poblacién, que se le han
asignado a la planta de Saragundi, presentandose, ademas, los siguientes efectos terapéuticos, por
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ejemplo, al realizar una infusion se puede utilizar para bajar la fiebre, como laxante, para
combatir el reumatismo, también ayuda a los malestares del higado. Se usa en fricciones contra
enfermedades venéreas y de la piel, ademas regula la menstruacién y en maceracién con alcohol,

se utiliza para combatir la artritis y el reumatismo.

Por otra parte, Sosa (2014), define que para la preparacion por infusion: se vierte una taza de
agua hirviendo sobre una cucharada de hojas, se deja reposar durante 10 minutos, luego se toman
de dos a tres tazas tres veces al dia. La maceracion en alcohol consiste en remojar dos a tres hojas
picadas en media taza de alcohol y se usa topicamente. La friccion se realiza al machacar las
hojas frescas y se friccionan sobre la piel afectada.

Asi mismo, Moreira et al, (2014) definen que la planta se utiliza como antiinflamatorio, para
uso cardiovascular, de uso en dermatologia para infecciones, también en problemas
gastrointestinales combatiendo la artritis y el reumatismo. Ademas deluso conocido de sus hojas

como laxante y reductor de peso. (p 24)

Fitoquimica de la planta

Se han reportado la presencia de ciertas sustancias bioactivas de diversa naturaleza
quimica en las hojas, tallos, flores y frutos, donde se destaca la presencia de flavonoides,
alcaloides, taninos, antraquinonas, saponinos y glicésidos. (Matulevich et al, 2017).

Los alcaloides son compuestos nitrogenados heterociclos, a este grupo pertenecen
sustancias como la morfina, heroina y cocaina, su mecanismo de accion antimicrobiano es
mediante la interaccion con el ADN eucariota, lo cual explica, también, su actividad antiviral.
(Barria y Sanchez, 2013).

Nunes do Santos y Goratti (2008), reportan la identificacion de compuestos como lo son
seis antraquinonas, dos esteroides el B-sitosterol y el estigmasterol, dos triterpenos el alfa y beta
amirina, el flavonoide campferol y la biantrona crisofanol. Se registran dos sustancias de gran

interés como los son 1, 6, 8-trihidroxi-3-metoxiantraquinona y el 1,3,8-trihidroxiantraquinona.

Segun Barria y Sanchez (2013), las quinonas son anillos aromaticos, se encuentran en
muchos compuestos en la naturaleza y son las causantes del color marrén que se produce en las

frutas dafiadas. Presentan un alto potencial antimicrobiano ya que poseen una gran reactividad al
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formar complejos con los amino4cidos hidrofilos de las proteinas, por lo general, inactivan la

proteina y anulan su funcién.

En la Figura 4,se observan las antraquinonas identificadas en la planta Senna reticulata.
Los valores La2-A y La2-B corresponde a las sustancias 1,6,8- trihidroxi-3-metoxiantraquinona y
1,3,8-trihidroxiantraquinona, respectivamente.

Figura 4. Antraquinonas identificadas en la elucidacion de la planta Senna
reticulata(willd).

Ry R;
Crisofanol CH, H
Fisciona CH, OCH,
Emodina CH- OH
La2-A H OH
La2-B OCH,4 OH

Fuente: Tomado de Nunes do Santos y Goratti (2008).

Las antraquinonas son un grupo importante de compuestos secundarios encontrados en
bacterias, hongos, liquenes y plantas superiores. Se encuentran en un gran numero de familias

que incluyen Rubiaceae, Rhamnavceae, Poligonaceae, y Leguminosaceae.(Barroto et al, 2005).

Las antraquinonas poseen grupos fenolicos en C-1 y C-8 y grupos Ceto en C-9 y C-10,
adicional a esto un grupo metil, oxymetil o carboxilo puede estar presente en C-3, y un grupo
hidroxy o metoxy en C-3, esto se evidencia en la Figura 4. (Wagner y Bladt, 2000, p 54).
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“La mayoria de las antraquinonas estan hidroxiladas en C-1 y C-2 y con frecuencia
estan en forma de glicésidos que son los que se hidrolizan durante el aislamiento,
la mayoria se pueden extraer con disolventes no polares pero cuando estan como
glicosidos se extraen con agua, etanol o mezclas de ambos.” (Dominguez, 1985, p

163).

En la industria farmacéutica las antraquinonas se utilizan para el tratamiento de gingivitis,
estomatitis, Ulceras bucales, inflamacion de las mucosas y condiciones periodontal. Otro
miembro del grupo de las antraquinonas la Senna se utiliza en la preparacion de laxantes para el

estrefiimiento. (Barroto et al, 2005).

Barria y Sanchez (2013) asi como Mihai y Holban (2017) mencionan que el otro grupo
presente en el extracto de Senna reticulata, los flavonoides son estructuras fenolicas que
contienen un grupo carbonilo, cuya actividad frente a los microorganismos se debe a la formacion
de complejos con las proteinas solubles y extracelulares con las células de la pared bacteriana.
Los flavonoides tienen una gran importancia en las plantas por sus efectos antimicrobianos,

antioxidantes.

Los flavonoides se encuentran distribuidos en las plantas, tanto como glicosidos libres, de
hecho son estos los que contribuyen a darle color a flores, frutos y hojas de las plantas. Los
flavonoides presentan distintos tipos de solubilidad, hay algunos totalmente solubles en agua asi
como otros insolubles en ella, pero solubles en éter etilico, algunos son solubles en etanol, pero

todas son insolubles en éter de petrdleo (Dominguez, 1985, p81).

Ademas, Villanueva y Zevallos (2017), mencionan que en la planta de Senna retciulata se
encuentran presentes gran cantidad de polifenoles, estos compuestos poseen una gran cantidad de

beneficios para la salud, como sus caracteristicas antioxidantes (p, 175).

Técnicas de Extraccion para plantas medicinales
En este apartado, Sharapin (2000), desarrolla ampliamente la metodologia por seguir para
realizar extractos de productos fitoterapéuticos, es, por esta razon, que se utilizara dicho autor

como referencia mayoritaria para este apartado.
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Generalidades del proceso de extraccion

Para iniciar un proceso de extraccion ya sea en una escala piloto o industrial, se debe
definir la selectividad del solvente por ser usado como uno de los parametros de mayor
importancia, éste va a depender del propésito que se desee tener, se puede obtener un extracto
cuya composicion quimica contiene la mayor parte de los constituyentes quimicos de la planta, o
un extracto que contenga una caracteristica determinada de interés. Entonces, para lograr la
mayor cantidad de componentes quimicos de la planta, se suelen utilizar solventes con alta
polaridad como el alcohol etilico o0 metanol, en cambio para obtener un constituyente especifico
de interés, se usan solventes selectivos de menor polaridad como lo es el hexano, que s6lo extrae

de la planta las grasas vegetales y otros componentes apolares. (Sharapin, 2000, p18).

Otro factor importante, es el tipo de material vegetal con el que se realizara el extracto. La
industria farmacéutica utiliza preferiblemente como materia prima, el material seco, una vez que
éste ha sido sometido a procesos de procesamiento y estabilizacion. El utilizar material seco es
beneficioso ya que de esta forma se interrumpen los procesos enzimaticos en las células vegetales
y se impide el crecimiento de microorganismos, facilitando el almacenamiento y transporte del
material sin riesgos del deterioro, sin embargo, como este proceso involucra calor pueden
presentarse pérdidas de aceites esenciales y de sustancias volatiles, por lo cual la mayoria de las
plantas medicinales pueden ser secadas a temperaturas entre 30°C y 60°C. (Sharapin, 2000,
p25).

Mihai y Holban (2017) asi como Sharapin, (2000) mencionan que pocas son las plantas
que son procesadas frescas, son solo aquellas donde los procesos de secado dan como resultado
un producto final con contenidos inferiores de principios activos. El contenido de humedad de las
plantas frescas varia de 60% a un 80%, el proceso de secado en las hojas reduce este contenido de
un 20% a 75%. Asi mismo, el proceso de secado puede llevarse a cabo al sol o a la sombra, sin
embargo, los mejores resultados se obtienen cuando se utilizan secadores solares o secadores que

operan con aire caliente.

El proceso de extraccion da inicio cuando la droga entra en contacto con el solvente, en el
caso de utilizarse material seco, se produce un proceso opuesto al del secado, donde se tiende a
reconstituir el estado original de la célula. EI proceso de extraccion, inicia, tanto para el material

seco, como para el material fresco, cuando el solvente penetra en la célula vegetal y expele el aire
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contenido en el citoplasma. Esta penetracion del solvente en la célula, induce a un momento
dipolar en las moléculas de los compuestos que van a ser extraidos, permitiendo asi que las
sustancias extraidas se adhieran a las moléculas del solvente. Técnicamente, la eficiencia del
proceso de extraccion serd mayor cuanto menor sea el tamafio de la particula, ya que asi se

obtiene una mayor area de contacto con el solvente. (Sharapin, 2000, p28).

La capacidad de asociacion de las particulas de la planta y el solvente, puede expresarse
en términos de la constante dieléctrica, cuanto mas polar sea un solvente mayor sera su constante
dieléctrica, asi los compuestos ionizables o altamente polares se disuelven en solventes de
elevada constante dieléctrica como lo es el etanol cuya constante dieléctrica es de 24 al igual que
los compuestos apolares se disuelven en compuestos de baja constante dieléctrica como es el caso

del hexano el cual presenta una constante de 2. (Sharapin, 2000, p 35).

Para escoger un solvente, es necesario considerar aspectos relacionados con la
selectividad, la facilidad de manipulacion, el precio, seguridad y los riesgos en cuanto a la posible
contaminacion ambiental; sin embargo, el mas importante por a considerar es el grado de
toxicidad del solvente. (Sharapin, 2000, p 37).

El agua, que es el solvente universal a utilizar en los procesos extractivos, no
necesariamente debe ser desmineralizada o destilada, es suficiente con que haya pasado por
pruebas que demuestren que es apta para el consumo humano, cumpliendo con dureza dentro de

los limites y pruebas de microbioldgicas dentro de los limites aceptables. (Sharapin, 2000).

Sharapin (2000) asi como Mihai y Holban (2017), también definen cinco variables

fundamentales que influyen en el proceso de extraccion:

Agitacion: ésta hace que nuevas cantidades de solvente entren en contacto con el sélido y

un nuevo punto de equilibrio de saturacion sea alcanzado.

Temperatura: la disolucion de sustancias extraibles es facilitada por el aumento de
temperatura, ya que ésta contribuye al desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion
y aumenta la eficiencia del proceso. Es importante recordar que muchos principios activos son
termolabiles y pueden ser destruidos total o parcialmente a temperaturas elevadas, se podrian

perder sustancias volatiles, como por ejemplo, componentes de aceites esenciales. (p39).
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pH: éste influye en la solubilidad de diversos compuestos ya que permite la posibilidad de
formacion de sales, por ejemplo, en la extraccion de alcaloides con solventes organicos de baja
polaridad se requiere realizar un pretratamiento con soluciones alcalinas, buscando asi liberar los

alcaloides de sus sales y asi volverlos solubles en el solvente organico. (p39).

Naturaleza del solvente: depende de lo que se busque extraer, el solvente que se utilice
extrae selectivamente o no cierta clase de compuestos. Los alcoholes alifaticos de tres carbonos o
mezclas de estos con agua son los solventes mas utilizados, estos logran extraer la mayoria de
sustancias de interés como alcaloides, flavonoides, glicosidos cardiotonicos y terpenos. El
alcohol etilico y sus mezclas con agua es el solvente por excelencia para la obtencién de extractos
y tinturas. Se recomienda utilizar las proporciones 7:3 6 8:3 cuando no existen estudios
especificos y se requiere realizar la extraccion de partes como tallo, raices y semillas. La
proporcién 1:1 se recomienda para extraer hojas y partes areas verdes, ya que a esta
concentracion se evita la extraccion de clorofila y de sustancias polimerizadas o resinoides que

pueden complicar las siguientes etapas de purificacion por presentar precipitados viscosos. (p40).

Tiempo de extraccion: se determina experimentalmente en funcion del solvente y el
equipo seleccionado, este tiempo debe ser suficiente para permitir la separacion de los

compuestos de interés. (p 41)

Técnicas de extraccién convencionales

Existen distintas técnicas para la extraccion de los compuestos bioactivos, la técnica clasica
incluye distintos tipos de solventes o una mezcla de ellos junto con la aplicacion de calor. Mihai
y Holban (2017), definen tres métodos convencionales utilizados como técnicas tradicionales

para la extraccion de los compuestos activos, los cuales son:

Extraccion por reflujo cerrado utilizando el equipo Soxhlet: es una técnica propuesta por el
quimico Aleméan Franz Ritter von Soxhlet en 1879. Inicialmente, disefiado para la extraccion de
lipidos, consiste en colocar una cantidad de la muestra, por lo general, seca, en un dedal, éste es
contenido en un bal6n de destilacidén que contiene el solvente, después de alcanzar cierto nivel de
desbordamiento, la solucién en el dedal es succionada por un sifén hacia el baldn de destilacion,
la solucion tiene solutos los cuales han sido extraidos dentro del liquido. Los solutos quedan en el

baldn de destilacion y el solvente pasa hacia el lecho del material sélido.
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El proceso se repite varias veces hasta completar la extraccién, la cual puede realizarse por
varios ciclos. (p276). En la Figura 5, se observa un esquema basico del sistema de extraccion
Soxhlet.

Figura 5. Esquema de extraccion Soxhlet.

Fuente: Tomado dehttp://cenunez.com.ar/archivos/39-ExtraccinconequipoSoxhlet.pdf, 2018.

Tanto Sharapin (2000) como Mihai y Holban (2017), definen el segundo método la
extraccion por maceracion, ésta consiste en dejar en contacto la droga vegetal con el solvente,
dicho contacto puede ser por horas e incluso dias. El rendimiento obtenido en este proceso,
depende de factores como el tamafio de particula, contenido de humedad de la planta o el

solvente utilizado. La agitacion casual o el incremento de temperatura pueden facilitar el proceso
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de extraccion. También, es importante mantener el material vegetal y el solvente en un recipiente
cerrado durante el proceso de extraccion. Una vez realizado el proceso de extraccion, el liquido

es filtrado.

Por altimo, se encuentra el método de hidrodestilacion, éste es tradicionalmente utilizado para
la extraccion de los aceites esenciales. EI proceso consiste en introducir el material vegetal dentro
del matraz de destilacion junto con agua, la cual es llevada hasta el punto de destilacion, el calor
permite que los componentes del material vegetal que se encuentran en el vapor sean liberados,
este vapor es enfriado y recolectado a partir de la separacion de los compuestos por su densidad.
(p 276)

Cromatografia

Generalidades

La cromatografia fue originalmente desarrollada por el botanico Ruso M.S Tswett en los
afios comprendidos entre 1872 y 1919, inicialmente, creada como una técnica de separacion
basada en los pigmentos que presentan coloracion en las plantas, con el tiempo evolucion6 a ser
un método utilizado para la separacion de los componentes de una mezcla, los cuales se
encuentran distribuidos en dos fases, una estacionaria y la otra mdvil. (Robards, Haddad y
Jackson, 2004, p 2)

Tal y como lo describen Waksmundzka, Sherma y kowalska (2008), la cromatografia es un
conjunto de técnicas analiticas que permite realizar la separacion molecular de los componentes
en una mezcla compleja. La separacion es posible debido al movimiento migratorio de las

moléculas causado por la afinidad existente entre dos fases inmiscibles.

La separacion de la mezcla en cada uno de sus componentes se lleva a cabo en un tiempo
caracteristico de paso en el sistema que se designa como tiempo de retencion. Las variaciones en
el tiempo de retencion de los distintos compuestos es la caracteristica que hace posible su

separacién. (Waksmundzka et al, 2008, p5)

Las técnicas de cromatografia agrupan un conjunto importante de métodos los cuales

permiten separar componentes que estan estrechamente relacionados en mezclas complejas, en
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casi todas las separaciones cormatograficas la muestra se disuelve en una fase movil, ésta se hace
pasar a través de una fase estacionaria inmiscible que se mantiene fija en una colunma o sobre
una superficie sélida. Los métodos cromatograficos se pueden clasificar en clases generales:

cromatografia de liquidos, de gases y de fluidos. (Skoog y Leary ,1994, p 675),

Cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina (CCF o TLC por sus siglas en inglés), es un tipo de
cromatografia cuyo principio de separacion se basa en la diferencia de solubilidad del compuesto
quimico, la fase movil y la fase estacionaria. Es ademas, una cromatografia de adsorcion, es
decir, la fase estacionaria esta compuesta por un sélido finamente subdividido conocido como
adsorbente. (Fried y Sherma, 1996, p 1)

Esta técnica es una forma de cromatografia que consiste en un adsorbente solido (fase
estacionaria), distribuido uniformemente sobre una superficie plana, que generalmente, puede ser
hojas de aluminio o vidrio. Este adsorbente presenta cierta capilaridad dada por las particulas
finamente divididas y que permite que la fase movil pase entre las particulas del adsorbente. La
separacién ocurre cuando uno de los componentes de la mezcla es retenido en mayor grado por la
fase estacionara que los otros componentes. La fase estacionaria puede modificarse de acuerdo
con las necesidades de separacion, aunque el factor mas importante para que ésta se lleve en

forma adecuada es la fase movil elegida. (Secretaria de Salud, 2013, p 112).

En cromatografia de capa fina, particularmente, el adsorbente, que puede ser silica o alimina,
se encuentra extendido sobre un soporte rigido de vidrio o aluminio como una capa homogénea y
con grosor de 0,25mm. La fase mévil en CCF esta formada por uno o mas solventes organicos, a

esta fase también se le denomina como eluyente. (Fried y Sherma, 1996, p 3)

Tan importante como la seleccion de la fase para cromatografia de capa fina, es la seleccion
de los reveladores, quimicos que reaccionan con los compuestos de la placa y permiten su
visualizacion empleando luz ultravioleta. El revelador es necesario cuando se trabaja con
compuestos volatiles que pueden variar su estructura al final de la revelacién o porque presenta

una sensibilidad de deteccion mayor con el revelador” (Secretaria de Salud, 2013, p 113).

Los reveladores mayormente empleados en cromatografia son: vapor de yodo o acido

sulfurico ya que interactian con casi la totalidad de compuestos organicos. Otros reveladores
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actian facilitando la visualizacion de marcadores de grupos funcionales especificos, asi por
ejemplo, los alcaloides se visualizan con el reactivo de Dragendorff, para compuestos con aminas
y aminoacidos estd la ninhydrina o el 2-difenilborinato de etilamina con polietilenglicol para

polifenoles y el reactivo de vainillina para flavonoides (Wagner y Bladt, 2001).

A continuacion, segin lo descrito por Fried y Sherma, (1996),se muestran algunos

adsorbentes en orden creciente de fuerza de polaridad:

Octadecyl silica< Ciano silica<amino silica<Gel de silica.El gel de silice o silica gel (SiO2
nH»0), es de los adsorbentes méas utilizados para CCF. Es un gel solido, cristalino, poroso, de

baja solubilidad y, por lo tanto, muy estable. (p 2).

Al igual que con el adsorbente, el eluyente debe mostrar una buena selectividad para separar
los componentes de la sustancia analizada. Al seleccionar la fase movil deben considerarse
caracteristicas como la habilidad del solvente para ser adsorbido por el eluato. Si la atraccién
entre ambos es muy fuerte puede ocurrir que la sustancia avance a través de la placa sin
separarse, pero si por el contrario fuera un eluyente muy débil, no seria capaz de desplazar la
sustancia (Fried y Sherma, 1996, p 5).

Fried y Sherma (1996), también, mencionan que los solventes organicos mas utilizados segun
su fuerza eluyente(partiendo de menor fuerza hacia el de mayor fuerza) son: metanol, etanol,

acido acético, acetona, acetato de etilo, éter dietilico, diclorometano, tolueno y hexano.

Descripcion de la técnica

Fried y Sherma (1996) asi como Sasidharan, Chen, Saravana Sundram y Yoga, (2011)
afirman que la separacion por capa fina inicia con la preparacion de la cdmara de desarrollo, para
esto se debe agregar el sistema de solventes y adherir papel filtro humedecido con los solventes a

las paredes internas de la cdAmara con el fin de saturar la cAmara con los compuestos organicos.

La solucion muestra se aplica en banda utilizando un capilar o micropipeta sobre el punto
definido como origen en la cromatoplaca, ubicado 1,5 — 2cm del extremo inferior de la placa, el

mismo procedimiento se repite con la solucion de referencia(Sasidharan et al 2011).

Sasidharan et al (2011), resaltan que al introducir la placa con la muestra en la cAmara de

revelado, se coloca en posicion vertical asegurando que el solvente no alcance el punto de origen,
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pues de lo contrario el compuesto se solubilizaria en la fase moévil y no seria posible observar una
separacion completa sobre la placa. La fase movil se deja ascender hasta alcanzar el 90% de la
longitud de la placa, es decir, 1 a 2cmpor debajo del borde superior, conocido, también, como el

frente de la fase movil.

Las cdmaras de revelado que se utilizan para el desarrollo de esta técnica son generalmente de
vidrio y pueden encontrarse en distintas formas, como se muestra en la Figura 6. Es conveniente
verter la fase movil en la cdmara y dejar que se sature por al menos 1 hora, pues se obtiene mejor
repetibilidad de los valores de retencion que cuando se realiza la corrida sin saturacion (Sharapin,
2000).

Figura 6.Ejemplos de cAmaras reveladoras para cromatografia de capa fina.

Fuente: Tomado de https://www.fishersci.es/shop/products/fungilab-fungicrom-separating-
chambers-tlc-8/p-4696774,junio 2018

Pruebas de identificacion realizadas por cromatografia.

En la cromatografia de capa delgada, se han localizado flavonoides usando gel de silice
como absorbente, policaprolactama y pulpa de papel. Se ha usado acetato de etilo -a4cido formico-
agua metanol (10:2:2:1) como fase movil para silice, principalmente. Los agentes cromo génicos
que se utilizan, son el reactivo de vainillina (antes de usarse se mezclan dos volimenes de

vainillina al 10% en etanol con un volumen de acido clorhidrico concentrado) para visualizar los
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analitos, el papel se inmerge brevemente en la mezcla y se saca, se anota el tiempo de aparicion
de las manchas, el reactivo de vainillina se colorea rosa con los derivados de resorcinol y

floroglucinol (Dominguez, 1985, p 85).

Dominguez, (1985), define que para la deteccion de hidroxiantraquinonas se utiliza el
disolvente éter de petrdleo (p.eb 45 °C -70°C) saturado con metanol al 97% como fase movil.
Para hacerlas visibles se usa una solucion metandlica al 0,5% de acetato de magnesio,
calentdndose el papel a 90°C durante 5 min. Para poder identificar la localizacion de los
hidroxilos se sabe que cuando los hidroxilos estdn en posicién meta la coloracion es anaranjada,

en la posicién para, es plrpura y si se encuentran en posicion orto la coloracion es violeta(p.166).

Cromatografia de gases con detector de masas.

La farmacopea de los Estados Unidos de América define la espectrometria de masas como
una técnica analitica basada en la medicion de la relacion entre la masa y la carga de especies
i6nicas que estan relacionadas con el analito. 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, p 665).

La muestra se vaporiza al ingresar al equipo y es transportada por el gas portador a través
de la columna. Las sustancias de la muestra, llamados solutos, se separan en un proceso
conocido como elucion gue esta en funcidn de la presion de vapor relativa de cada compuesto y

su afinidad con la fase estacionaria(Skoog y Leary, 1994).

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 separacién 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 (MS/MS) o espectrometria de masas de alta resolucién
(HRMS) la cual permite cumplir con requerimientos mas estrictos en cuanto a la exactitud de la
masa determinada (USP40,p 666).

En la Figura 7muestra un diagrama basico de un cromatografo de gases acoplado a un

detector de masas, por el gas portador, el sistema de inyeccion, la columnay el detector de masas.

Figura 7.Diagrama de un cromatdgrafo de gases y su equipamiento.
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Fuente: Tomado deMcNair y Miller (1998).

Los autores Skoog y Leary (1994), definen componentes principales y fundamentales con

los que debe contar un equipo de cromatografia de gases, estos son:

Gas portador, el cual es un gas inerte que cruza desde el inyector, pasa por la columna y
llega al detector, su funcion es transportar la muestra sin producirle cambios quimicos, por lo

general, se utiliza helio, nitrégeno, argén, metano, dioxido de carbono e hidrégeno. (p706)

Sistema de inyeccion: aqui influyen dos variables fundamentales asociadas a la técnica de
cromatografia de gases, las cuales son el tamafio de la muestra y la velocidad de inyeccion. El
tipo de inyeccion depende de la técnica y del tipo de columna que se utilice, por ejemplo, para las
columnas capilares se tienen dos tipos de inyectores, los sistemas con divisor y sin divisor de
flujo. (p707)

Columna: se utilizan dos tipos de columnas las empacadas y las capilares. Las columnas
deben soportar diferentes rangos de temperatura es importante la resistencia térmica para evitar el
sangrado, que es critico en los detectores sensibles como el detector de ionizacion de llama, el

detector de captura electronica y el detector de masas utilizados en los analisis de trazas. (p 708)
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McNair y Miller, (1998) mencionan que en la técnica de cromatografia la programacion
de temperatura (PT) es un método muy efectivo para optimizar la separacion de los analitos. La
temperatura es una variable muy importante en cromatografia de gases, debido a que los tiempos

de retencidn se ven muy afectados con cambios pequefios en la energia aplicada en el horno.

Cromatografia acoplada a un detector de masas.

Un cromatografo acoplado a un detector de masas, es un equipo que tiene la capacidad de
detectar la aparicion de los solutos eluidos y, también, proporcionar informacion sobre su
identidad al generar el espectro de masas asociado. Después de la separacion de la muestra, la
molécula de analito eluida, es conducida a la fuente de ionizacion, donde se fragmenta y es
dirigida al detector de masas para generar el cromatograma y el espectro de masas (Skoog y
Leary, 1994, p723).

Existen muchas formas de ionizacion, pero la mas extendida es la de impacto de
electrones (IE). El eluente ingresa a la cAmara de ionizacion que esta caliente y en alto vacio. La
fragmentacion de la molécula ocurre por la exposicion de la muestra vaporizada a un rayo de

electrones de alta energia (Kitson, Larsen y MacEwen, 1996).

Arias (2011), define que un filamento de tungsteno es la fuente de electrones cuya energia
esta definida por el voltaje aplicado al filamento. Los electrones de alta energia chocan con las

moléculas neutras de analito causando la ionizacion y la fragmentacion. En la
Figura 8 se ilustra el funcionamiento de la fuente de iones al ser impactada por electrones.
Figura 8. llustracion de la fuente de iones por impacto de electrones.

Filamento

O O
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Fuente: Tomado deArias, V. (2011).

Después de la ionizacion, las particulas cargadas son desviadas o alineadas debido a los
cambios de potencial de los lentes cargados y son dirigidos hacia el analizador. Las especies se
separan dependiendo de la razon masa carga (m/z) por un campo eléctrico aplicado (Arias, 201, p
43).

Avrias (2011) especifica que el detector se puede configurar para permitir la lectura de los
iones producidos durante la ionizacion o se puede restringir a relaciones masa/carga especifica. Si
se seleccionan todos los iones comprendidos en un rango m/z que ingresan al detector, se ha
configurado el equipo en el modo SCAN. Los cromatogramas obtenidos en este modo, tienen
mucha informacion y se pueden utilizar para determinar la identidad de una molécula. Tiene la

desventaja de ofrecer baja sensibilidad.(p45)

Pruebas de identificacion cualitativas
Dominguez (1985) menciona que, en muchas ocasiones, al buscar plantas con principios
activos el recolector puede que conozca la especie que va a recoger de antemano o0 puede que no,
o tal vez, deba decidir en cuél de los principios activos esta interesado en encontrar. Es para este
tipo de situaciones que resultan Utiles las pruebas quimicas, sencillas, sensibles, especificas,

rapidos que equipo minimo, econémico y facil de transportar. (p 39).

Barria y Sanchez (2013) asi como Dominguez (1985) establecen una serie de ensayos
utilizados en el tamizaje fotoquimico y que son de gran valor para identificar compuestos de
interés como lo son alcaloides, antraquinonas, terpenos y flavonoides. Entre las pruebas que se

mencionan se tiene:

Ensayo de Mayer y Ensayo de Wagner: éste permite identificar alcaloides, se utiliza el
reactivo de Dragendorff, a la solucion acida. Si al agregar 2 6 3 gotas de la solucién reactiva de
Mayer o Wagner al extracto de la planta se observa opalescencia, turbidez, precipitado, se

considera, entonces, positiva la presencia del metabolito. (p 16)

Ensayo de Borntrager: este ensayo se emplea para la identificacion de quinonas, en este

caso si la fase acuosa alcalina se colorea de rosado a rojo, el ensayo se considera positivo. (p 16)
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Ensayo de Shinoda: permite conocer la presencia de flavonoides, aqui el ensayo se
considera positivo cuando el alchol amilico se colorea amarillo, naranja o rojo intenso. (p 17)
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CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

En el siguiente capitulo se describe la metodologia por seguir para la realizacion de esta
investigacion, definiendo el enfoque que presentara ésta, el método utilizado, los objetos de
estudio, las variables, asi como los instrumentos y técnicas utilizados para la recoleccion de

datos.

Enfoque

El enfoque utilizado, en la presente investigacion, se describe como cuantitativo, ya que
tal y como lo define Herndndez, Fernandez y Baptista(2014,p.4) “el enfoque cuantitativo utiliza
la recoleccion de datos para probar hip6tesis, con base en la medicién numérica y el analisis
estadistico, con el fin de establecer pautas de comportamiento y probar teorias”, en la
investigacion se realizardn procedimientos que prueben la eficacia antimicrobiana de los

productos obtenidos y de esta manera cumplir con los objetivos de la investigacion.

Método de la investigacion

Un experimento, segun lo definen Hernandez et al, (2014, p129), “se refiere a un estudio
en el que se manipulan intencionalmente una 0 mas variables independientes, para analizar las
consecuencias que la manipulacion tiene sobre una o mas variables dependientes, dentro de una
situacion de control para el investigador”. Para esta investigacion, l0s objetivos y proyecciones
planteadas seran de tipo experimental dado que consiste en la obtencidn de extractos con distintos
métodos quimicos disponibles, la identificacion de las sustancias activas obtenidas de la planta
Senna reticulata, asi como pruebas in vitro para determinar la actividad antibacteriana del

extracto.
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Fuentes de informacion

Para el presente estudio experimental, se utilizaran los siguientes objetos de estudio:
-Hojas de Saragundi seco.

-Hojas de Saragundi frescas

-Cepas certificadas de Staphylococcus aureus

-Cepas Certificadas de Candida albicans

-Equipo Soxlet

-Medios de cultivo

-Cromatdgrafo de gases acoplado a masas

-Equipo de cromatografia de capa fina

-Articulos cientificos de referencia

-Libros académicos relacionados con el tema

Las actividades de investigacion se realizardn en el Laboratorio de Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas, asi como en el Laboratorio de Control de Calidad de
Laboratorios Zepol S.A
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Una variable es una propiedad que puede ser cambiante y cuya variacion es capaz de

medirse u observarse. (Herndndez, et al.2014, p105). Las variables de estudio se definen en la

Tabla 1.

Tabla 1.Variables del estudio

antimicrobiana

antimicrobiana se mide
in vitro para establecer:
1) la potencia de un
antimicrobiano en
solucién; 2) su

concentracion en los

liquidos corporales vy
tejidos, 'y 3) la
sensibilidad de

determinado

microorganismo a una

halos de
inhibicion para los
patdgenos
Staphylococcus
aureus y Candida

albicans

Variable Definicion conceptual Definicion Definicion
operacional instrumental
Técnica de “Se refieren a las | Extraccion solido- | Equipo Soxhlet
extraccion técnicas de preparacion liquido Maceracion
de la muestra, es el paso Maceracion
inicial en el estudio de
cualquier planta
medicinal”.
(Grumezescu, 2017, p65)
Actividad “La actividad | Medicion de los Pruebas para

microorganismo
especificos en

medios de cultivo

con comparacion
con un control

positivo




concentracion conocida
del farmaco”. (Jawetz,
Melnick 'y  Adelberg.

2010. p346)

Metabolito

activo

Los principios activos,
metabolito  activo 0
sustancias activas, son
los que definen y sirven
para clasificar a estas
plantas y el principal
criterio para su seleccion
y mejora, el control del
rendimiento y calidad del
cultivo, conjuntamente,
del procesado industrial,
asi como los que dotan a
la planta de sus
propiedades y sus us0S
terapéuticos y

farmacologicos”.

(Mufioz, 2002, p 16).

Identificar los
principales
metabolitos

activos presentes
en el extracto de

Senna Reticulata

Cromatografo de
gases acoplado a
masas.
Cromatografia de
capa fina.
Pruebas
cualitativas de
identificacion de
grupos

funcionales
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Instrumentos y técnicas

En el siguiente apartado, se describen los métodos, las técnicas e instrumentos requeridos
para la ejecucion del proyecto de investigacion. Estos se desarrollaron en el Laboratorio de
Quimica de la Universidad Internacional de las Américas y en las instalaciones de Laboratorios
Zepol, S.A.

Proceso de recoleccidn de la muestra de Senna reticulata (willd).

El material vegetal, para este proyecto, se obtuvo de la finca de la sefiora Maria Rosa
Rodriguez Rodriguez ubicada en la zona de San Vito de Coto Brus, de la provincia de
Puntarenas, Costa Rica, en el mes de febrero de 2018. La muestra se dividio en dos submuestras,
denominadas material fresco y material seco. El material fresco fue recolectado el 31 de marzo
del 2018 a las 2:00pm. Desde el muestreo, el material fresco de las hojas se almacend en
refrigeracion a una temperatura inferior a 10 © C conservadas en bolsas plasticas cerradas hasta el
momento de la extraccion. EI material seco, se preparo a partir del material fresco secado al aire y

bajo el sol por un periodo de seis dias hasta el momento de la extraccion.

Una vez recibida la planta, se llevo al Herbario Nacional para que fuera identificada por el
Botanico Armando Estrada Chavarria quién identificé la especie por utilizar como Senna

reticulata. En la Figura 9, se observan las muestras del material por tratar.
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Figura 9.Planta verde y seca para la elaboracion del extracto.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Materiales y equipo para la obtencion del extracto de Senna reticulata por el método

de reflujo cerrado (Soxhlet) y maceracion

Los materiales que se utilizaron para la obtencion del extracto de Senna reticulata por

los métodos de reflujo cerrado (soxhlet) y maceracion se describen a continuacion:

Balanza de Humedad OHAUS modelo MB35
Camara de Bioseguridad

Equipo de Reflujo cerrado (Soxhlet)
Procesador de alimentos

Balanza analitica y granataria

Baldn de fondo redondo de 1000 ml

Baldn de fondo redondo de 500 mli
Termometro

Beaker 250 ml, 600 ml

Probeta 100 ml



Manguera de goma para conexiones hidraulicas
Agitador-calentador

Embudo

Prensas

Soporte universal

Perlas de ebullicion

Piseta

Pescador

Cronometro

Papel de filtro Whatman #113
Probeta 200 ml

Etiquetas

Erlenmeyer de 3 L

Reactivos

Agua Purificada

Etanol 95%

Saragundi (Senna reticulata) = 100 g

53
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Procedimiento de recoleccion y analisis de los datos

Medicion del porcentaje de humedad de la planta seca y fresca.

1. Se colocé una cantidad aproximada de 1,500 g de planta seca en la balanza de humedad
marca OHAUS modelo MB35.

2. Se midié la humedad durante 10 minutos a una temperatura de 110°C.

3. Para la planta fresca, se colocd una cantidad aproximada de 0.600g en la balanza de
humedad marca OHAUS modelo MB35. La Figura 10 muestra la balanza de humedad

utilizada.

Figura 10.Balanza de Humedad utilizada para las mediciones.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Homogenizacion de la muestra vegetal para material fresco y seco de Senna Reticulata
(Saragundi)

Tanto a la planta verde como la seca, se les realizé una division para facilitar la extraccion
y disminuir el volumen del material que se colocaria en los equipos, asi como para homogenizar
las partes de la planta recibidas. Para esto, se procedio a utilizar un procesador de alimentos

marca Proctor Silex modelo 72588RY . Se siguieron las siguientes actividades:

1. Se colocé la cantidad de 100g dividido en pequefias cantidades en el procesador de
alimentos hasta obtener un tamafio del material adecuado para ingresar al equipo soxhlet
como al erlenmeyer de maceracion.

2. Se coloco en un beaker de 1 L cada porcién procesada hasta completarlo.

3. Se peso en balanza granataria la cantidad de 100g requerida para realizar las extracciones.

4. El procedimiento anterior se realizd, tanto para la planta fresca, como para las secas. En la
Figura 11,se observa el proceso efectuado para obtener la homogenizacion de la muestra

vegetal.

Figura 11.Proceso de homogenizacion del material vegetal fresco y seco.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Metodo de extraccion para material fresco de Senna Reticulata (Saragundi) por reflujo

cerrado (Soxhlet)

1. Se coloco 100 g de hojas de material fresco dentro de un filtro de papel Whtaman, y se
ingreso en el Soxhlet.

2. Se adicion6 2.5 L de disolucion hidro alcoholica (70/30) al balon de 5000 mL vy las perlas
de ebullicién. Utilizando una manta de calentamiento se calentd por un periodo 4 ciclos
de extraccion.

3. Se aseguro el equipo al soporte universal y se conectd las mangueras de goma a la toma
de agua refrigerante.

4. Se encendio la plantilla de calentamiento y se programd a una temperatura aproximada de
78 °C.

5. Se realizo el reflujo por 12 horas.

6. Se traslado el liquido remanente del soxhlet a una botella ambar de 5 L una vez finalizado
el proceso.

7. Se permitié el enfriamiento del extracto y se almacend en refrigeracion entre 2 a 8°Cpara
conservar el extracto para las pruebas posteriores Este fue evaporado posteriormente,
segun lo que se indica en el apartado de concentracion del extracto.

8. Se separaron 50 mL para ser utilizados en pruebas posteriores de identificacion de

componentes.

Método de extraccion para material seco de Senna Reticulata (Saragundi) por reflujo

cerrado (Soxhlet)

1. Se colocd 100 g de hojas de material seco dentro de un papel filtro, y se ingreso en el
Soxhlet.

2. Se adicioné 2.5 L de disolucién hidro alcohélica (70/30) al balon de 5000 mL y las
perlas de ebullicion.

3. Se aseguro el equipo al soporte universal y se conectd las mangueras de goma a las

tomas de agua refrigerante.



57

4, Se encendio la plantilla de calentamiento y se programé a una temperatura de 78 °C.

5. Se realizo el reflujo por 6 horas, hasta obtener 4 ciclos de extraccion, tal y como se
muestra en la Figura 12.

6. Se trasladd el liquido remanente del soxhlet a una botella ambar de 5 L una vez
finalizado el proceso.

7. Se permitid el enfriamiento del extracto y se almacend en refrigeracion entre 2 a
8°Cpara conservar el extracto para las pruebas posteriores. Este fue evaporado
posteriormente, segin lo que se indica en el apartado de concentracion del extracto.

8. Se separaron 50 mL para ser utilizados en pruebas posteriores de identificacion de

componentes.

Figura 12.Método de extraccion de la Senna reticulata por el método de reflujo cerrado (soxhlet)

Fuente: Elaboracion propia.Morales, A. (2018).
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Meétodo de maceracion, para hojas secas y hojas verdesde Senna Reticulata (Saragundi).

1. Se coloco 100g del material seco en un erlenmeyer de 3000mL

2. Se adiciond 3 L de disolucidon hidroalcohdlica (70/30) al erlenmeyer

3. Se agitd manualmente de manera circular.

4. Se mantuvo el material en remojo durante 14 dias agitando una vez al dia.

5. Se filtro el material extraido utilizando papel filtro marca Whatman #113 de 50,0cm

6. Se coloco el extracto en un recipiente oscuro y se almacend en refrigeracion con una
temperatura de 2 a 8 °C. Este fue evaporado posteriormente, segun lo que se indica en el
apartado de concentracion del extracto. La Figura 13 muestra el proceso realizado para el

método de extraccidn por maceracion.

~

Se separaron 50mL para ser utilizados en pruebas posteriores de identificacion de

componentes.

Figura 13. Método de extraccion de la Senna reticulata por el método de maceracion.

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).
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Concentracién del extracto hidroalcohdlico obtenido por el método de maceracion y de

reflujo cerrado (soxhlet) de Senna Reticulata (Saragundi)

Para realizar la concentracion de los extractos, se procedio a utilizar el método de rota
vaporizacion de las muestras utilizando un rotavapor marca BUCHI modelo V-700, tal como se

muestra en la Figura 14.

1. Se coloco pequefias porciones del extracto en un balén de fondo redondo de 1L
2. Se abrio el sistema de recirculacion de agua.

3. Se encendio la bomba de vacio.

4. Se concentr0 el extracto hasta obtener una solucion pastosa.

Figura 14.Equipo de rotavapor utilizado en las pruebas de concentracion de los extractos de

Senna Reticulata (Saragundi)
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Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).
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Identificacion de los componentes del extracto hidroalcohdlico de Senna Reticulata

Para la identificacion de los componentes, se practicd a los extractos de las muestras
frescas y secas andlisis cualitativo por medio de pruebas de laboratorio de los grupos funcionales
de los compuestos presentes. Para ello, se fundament6é en los grupos mas reconocidos como

alcaloides, flavonoides, terpenos-terpenoides y Antraquinonas.

Prueba cualitativa para la identificacion de alcaloides por medio el ensayo con el reactivo

Dragendorff

Se coloco tres gotas del extracto fresco y seco en sendos tubos de ensayo limpios.
Se adicion6 1mL de HCI al 1%.
Se agreg6 dos gotas del reactivo de Dragendorff.

Se prepar6 una prueba blanco sin agregar extracto.

o &~ w DN

Se anotd los cambios de coloracion, la precipitacion y turbidez como comparacion con la

prueba blanco.

Prueba cualitativa para la identificacion de terpenos-terpenoides: prueba de Libermann-

Burchard

Se colocd tres gotas del extracto fresco y seco en sendos tubos de ensayo limpios.
Se adicion6 1 mL de Cloroformo y suavemente se agito.

Se adiciond y se mezclé bien 1mL de anhidrido acético.

M W

Se agregd y sin agitacion hasta tres gotas de acido sulfarico concentrado.
Se prepar6 una prueba blanco sin agregar extracto.
5. Se anoto los cambios de coloracion, la precipitacion y turbidez como comparacién con la

prueba blanco.
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Prueba cualitativa para la identificacion de flavonoides: prueba de Shinoda

A

Se coloco tres gotas del extracto fresco y seco en sendos tubos de ensayo limpios.
Se agreg6 unas virutas de magnesio metalico.

Se adicion6 0,5 mL de &cido clorhidrico y se agité suavemente.

Se prepar06 una prueba blanco sin agregar extracto.

Se anoto los cambios de coloracion, la precipitacion y turbidez como comparacion con

la prueba blanco.

Prueba cualitativa para la identificacion de Antraquinonas.

1.

2
3
4.
5
6
7

Se colocd 50mg de extracto fresco y seco en sendos tubos de ensayo limpios.
Se agregd 1mL de una solucién de Cloruro de hierro 111 al 10%.

Se adiciond a la solucion 1mL de &cido clorhidrico concentrado.

Se dejé enfriar el extracto.

Se extrajo las antraquinonas liberadas con 2mL de cloroformo.

Se prepar6 una prueba blanco sin agregar extracto.

Se observa la coloracion rojo-rosa en la solucién al agitarlo.

Pruebas microbioldgicas para la evaluacion de la capacidad antibacteriana y antimicotica

del extracto de Senna Reticulata (Saragundi).

En esta etapa, se evalud la efectividad antibacteriana y antimicética del extracto de Senna

Reticulata (Saragundi) extraido de diferentes maneras, sobre el rayado de medio de cultivo

Mueller -Hinton de una cepa se S.aeureus y de la cepa de C.albicans. Se evaluaron los extractos

de la planta seca por el método de maceracion y soxhlet, ademas de los extractos de la planta

fresca obtenidos por maceracion y por el método soxhlet, Las pruebas se realizaron en el

laboratorio de microbiologia de Laboratorios ZEPOL S.A supervisadas por la Ingeniera en

Biotecnologia Laura Ulloa Acuiia.
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Materiales y equipos para el desarrollo de la prueba microbioldgica.
Los materiales y equipos que se utilizaron para el desarrollo de la prueba microbioldgica,

se describen a continuacion:

Goteros

Asas para inoculacién para la esterilizacién
Mechero Bunsen

Portaobjeto

Hisopos estériles

Discos de antimicrobianos de 6mm Whatman N°2
Regla con escala métrica.

Perforador de papel

Camara de bioseguridad

Autoclave

Incubadora de 30-35°C

Plantilla eléctrica

Placas estandar estériles

Refrigeradora 2-8°C

Guantes estériles

Puntas esteriles

Micropiepta de 100-1000 microlitros.
Pinzas estériles

Vernier calibrado
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Reactivos.
Extractos de saragundi

Cepas de microorganismos, marca Microbiologics: Staphylococcus aureus ATCC 6538 vy
Candida albicans ATCC 10231.

Antibidtico suspension oftdlmica Neotrol ® NF, Fabricante Lansier
Crema de Miconazol Nitrato al 2%, Fabricante Stantech

Medio de cultivo Agar Mueller Hinton, marca Becton Dickinson.

Medio de cultivo Agar Tripticasa de Soya, marca Becton Dickinson
Buffer de fostato

Preparacion de los discos de sensibilidad.
Los discos de sensibilidad, se prepararon utilizando papel Wattman N°2 empleando un
perforador convencional. Estos discos fueron esterilizados en la autoclave a 121°C x 15 libras de

presion x 15 minutos. La obtencion de los discos se muestra en la Figura 15.

Figura 15. Elaboracion de discos de sensibilidad para pruebas de inhibicion.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Preparacion del medio de cultivo.

Se realiz6 la preparacion del medio de cultivo Agar Mueller Hinton, marca Becton
Dickinson BD acorde con las instrucciones del proveedor. Una vez esterilizado, este medio se
dispensd en placas estandar estériles y éstas se almacenaron de 2 a 8° C hasta ser utilizadas, tal y

como se muestra en la Figura 16.

Figura 16.Preparacion de medios de cultivo Agar Mueller Hinton.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Inoculacion de las placas.
1. Se procedio a identificar los distintos extractos por analizar, segun lo establecido en la

Tabla 2 y en la Tabla 3de la siguiente manera:

Tabla 2. Tratamientos para la Cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538

Numero Especificacién

Muestras
1 Material Vegetal Fresco soxhlet+ Staphylococcus aureus
2 Material Vegetal Fresco Macerado+ Staphylococcus aureus
3 Alcohol al 70%+ Staphylococcus aureus
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4 Material Vegetal Seco Concentrado soxhlet+ Staphylococcus
aureus

5 Material Vegetal Seco Concentrado Macerado+ Staphylococcus
aureus

6 Material Vegetal Seco soxhlet Aceite-Grasa+ Staphylococcus
aureus

7 Neotrol+ Staphylococcus aureus

8 Control negativo del medio de cultivo

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Tabla 3. Tratamientos para la Cepa Candida albicans ATCC 10231.

Numero Especificacion
Muestra

1 Material Vegetal Fresco soxhlet+ Candida albicans

Material Vegetal Fresco Macerado+ Candida albicans

Alcohol al 70%+ Candida albicans

Material Vegetal Seco Concentrado soxhlet+ Candida albicans

Material Vegetal Seco Concentrado Macerado+ Candida albicans

Material Vegetal Seco soxhletAceite-Grasa+ Candida albicans

Miconazol+ Candida albicans

O Nl o O | W DN

Control negativo del medio de cultivo

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

2. Dentro de la camara de bioseguridad se ingresaron todos los materiales necesarios para
ejecutar el analisis, utilizando en todo momento una buena técnica aséptica.

3. Una vez dentro de la camara de bioseguridad se prepard una solucién madre que contenia
la cepa de microorganismo por evaluar, ésta consistia en 5mL de buffer fosfato junto con

una asada de la cepa la cual comercialmente viene a dos pasajes de la cepa original.
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4. De la cepa se tomaron 100 microlitros y se afiadieron a cada una de las placas por
evaluar.

5. Con un hisopo estéril se disperso la alicuota que contenia el microorganismo a través de
toda la placa de manera que no quedara ninguna seccién del medio de cultivo sin
crecimiento. En la Figura 17, se visualiza el proceso de replicacion de las cepas
microbioldgicas Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Candida albicans ATCC 10231

Figura 17.Replicacion de las cepas microbiologicas Staphylococcus aureus ATCC 6538 vy
Candida albicans ATCC 10231

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

6. En una placa vacia se coloco una alicuota de las muestras por evaluar, segin lo descrito
en las tablas 1 y 2 asi como los discos estériles.

7. Se tomd un disco con las pinzas estériles, se impregnd con el extracto evaluado y se
colocé en la placa de Agar Mueller Hinton correspondiente. Por cada placa se colocaron 4
discos.

8. Una vez finalizados todas las muestras de extractos, las placas se colocaron en incubacién
a 30 a 35° C por 3 dias.

9. Se evalud si se dio la formacion de halos de inhibicion que demuestren actividad
antimicrobiana del extracto de Senna Reticulata para cada una de las aplicaciones
realizadas por placa. En la Figura 18, se observa el proceso de siembra de las muestras de
extracto de Saragundi.

10. Se observd, compar6 y midid los halos de inhibicion en los casos que se formaron.
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Se analizd un control positivo del solvente utilizado para la extraccion de la planta, asi como la

utilizacion de un antibiotico y un antimicético de uso comdn. En la

Figura 19,se muestran los productos utilizados como control positivo para las pruebas contra S.

aureus y C.albicans.

Figura 18.Proceso de siembra de las muestras del extracto deSenna reticulata (Saragundi).

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Figura 19. Productos utilizados como control positivo para las pruebas contra S. aureus y
C.albicans.
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Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Pruebas de cromatografia de capa fina para la evaluacion de los componentes del extracto

de Senna reticulata (Saragundi).
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Para determinar la presencia de compuestos fitoquimicos en el extracto de Senna
Reticulata, se utilizo la técnica de cromatografia de capa fina para poder visualizar la presencia
de los compuestos mayoritarios reportados en la literatura. Las pruebas se realizaron utilizando

los equipos del laboratorio de analisis fisicoquimico de Laboratorios Zepol S.A
Materiales y equipo

Placas de celulosa Merck Millipore®

Cabina de analisis fluorescente Spectroline CX-20
Céamara reveladora

Micropipeta Boeco

Porbeta de 100mL

Beaker de 250mL

Camara de flujo laminar

Reactivos

Acido férmico anhidro

Acetato de Magnesio

Eter de petréleo

Reactivo de vainillina

Etanol 95%

Metanol

Acido Clorhidrico concentrado

Analisis para la deteccidn de flavonoides.
A continuacién, se detalla el procedimiento por seguir para la deteccion de flavonoides

por el método de cromatografia de capa fina:
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1. Se mezclé en un beaker de 250mL los siguientes reactivos acetato de etilo, acido férmico,
agua y metanol en la siguiente proporcién (10:2:2:1).

2. Se agito suavemente la solucion con la ayuda de un agitador de vidrio.

3. En las placas de gel de silice se demarco el origen a 2,0cm del borde inferior de la placa y
el frente de la placa a 2,0cm del borde superior.

4. En cada placa se aplico con la ayuda de un capilar despuntado o una pipeta pasteur una
pequefia gota de la muestra sobre la placa esperando que seque la placa se utilizo la
siguiente simbologia para su identificacion.

PSMC: Planta seca macerado concentrado.
PSMS: Planta seca macerado sin concentrar.
PSSC: Plana seca soxhlet concentrado.

PSSS: Plana seca soxhlet sin concentrar.
PFMC: Planta fresca macerado concentrada.
PFMS: Planta fresca macerado sin concentrar.
PFSC: Planta fresca soxhlet concentrado.
PFSS: Planta fresca soxhlet sin concentrar.

5. Se introdujo la placa en la camara de reveladora que contiene el solvente o fase movil y se
dejo correr el solvente.

6. La cromatoplaca se desarrolld hasta que el eluyente recorriera el 90% de la longitud de la
placa (16¢cm) y, posteriormente, se seco bajo corriente de aire.

7. Una vez que la placa se secdse rocié con el reactivo de vainillina hasta la aparicion de
manchas con la ayuda de una bomba de vacio, dentro de la capilla, se esper6 de 2 a 5
minutos para el completo secado.

8. Finalmente, se procedida examinar las placas bajo luz ultravioleta a 254nm, y bajo luz

blanca.

Analisis para la deteccidon de Hidroxiantraquinonas
A continuacion, se detalla el procedimiento por seguir para la deteccion de
hidroxiantraquinonas por el método de cromatografia de capa fina:
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1. Se mezclé en un beaker de 250mL los siguientes reactivos éter/metanol en una proporcién
5:3

2. Se agito suavemente la solucion con la ayuda de un agitador de vidrio.

3. En las placas de gel de silice se demarco el origen a 2,0cm del borde inferior de la placa y
el frente de la placa a 2,0cm del borde superior.

4. En cada placa se aplico con la ayuda de un capilar despuntado o una pipeta pasteur una
pequefia gota de la muestra sobre la placa esperando que seque la placa se utilizo la
siguiente simbologia para su identificacion.

PSMC: Planta seca macerado concentrado.
PSMS: Planta seca macerado sin concentrar.
PSSC: Plana seca soxhlet concentrado.

PSSS: Plana seca soxhlet sin concentrar.
PFMC: Planta fresca macerado concentrada.
PFMS: Planta fresca macerado sin concentrar.
PFSC: Planta fresca soxhlet concentrado.
PFSS: Planta fresca soxhlet sin concentrar

5. Se introdujo la placa en la camara de reveladora que contiene el solvente o fase movil y se
dejo correr el solvente.

6. La cromatoplaca se desarrollé hasta que el eluyente recorriera el 90% de la longitud de la
placa (16¢cm) y posteriormente se sec6 bajo corriente de aire.

7. Se calento el papel a 90°C durante 5 minutos.

8. Cuando los hidroxilos estan en posicion meta la coloracion es naranja, cuando la posicién
es para es purpura y en posicion orto son de color violeta.

9. Finalmente se procedi6 a examinar las placas bajo luz ultravioleta a 254nm, y bajo luz
blanca. En la Figura 20, se visualiza el equipo utilizado para la deteccion de componentes

con el método de cromatografia de capa fina.

Figura 20.Equipo utilizado para la deteccion de componentes para cromatografia de capa fina.
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Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Anélisis cualitativo por cromatografia de gases acoplado a un detector e masas (CG/MS)
del extracto de Senna reticulata (Saragundi).

Para realizar este analisis, se contratd los servicios del Centro de Investigacion en
Productos Naturales CIPRONA de la Universidad de Costa Rica. Por lo que se les entregé la
muestra del extracto de Senna reticulata realizado a la planta fresca por el método de maceracion,
ésta fue la muestra seleccionada para determinar los distintos componentes presentes en el

extracto.

El analisis se realiz6 durante el mes de junio 2018, mediante el anélisis de barrido de los
distintos componentes organicos. Se entregd la cantidad de 0.5g de muestra para la realizacion
del analisis el cual se analizé con la técnica particién liquido-liquido por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas.
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CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS

La informacion y los resultados que se proporcionan en este capitulo son los relacionados
con el desarrollo de la investigacion planteada de cada variable del estudio las cuales estan

basadas en los objetivos especificos estipulados en el trabajo de investigacion.

Comparacién de los procesos de obtencidn del extracto de la planta Senna Reticulata
(Saragundi) por el método de reflujo cerrado (soxhlet) y maceracion tanto en la planta seca
como en la fresca.

Para la elaboracion de esta investigacion, se procedié a realizar las extracciones de la
planta Senna reticulata (Saragundi) utilizando la planta en su estado fresco, asi como después de

secarse al sol durante seis dias.

Un aspecto importante que se desarroll6 antes de preparar los extractos, fue el de
homogenizar la muestra, ya que ambas, tanto el material fresco como el seco, se encontraban con
la hoja entera y con vainas de tamafio normal, por lo cual se procedi6 a realizar una disminucion

del tamafio de particula hasta alcanzar una mayor superficie de contacto con el solvente.

Como un andlisis inicial, se procedié a determinar el porcentaje de humedad de ambos
materiales, tanto el material fresco como el seco. Para ello, haciendo uso de la balanza de
humedad se tomd una pequefia porcion de la muestra con el tamafio de particula homogenizada y
se establecid el porcentaje de humedad inicial con que se realizaron los procesos de extraccion.

Se muestran los resultados de los porcentajes de humedad en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de las determinaciones de porcentaje de humedad para el material seco y

fresco de Senna reticulata (Saragundi).

Muestra Masa pesada (Q) Porcentaje de Humedad (%)
Material seco 1,520 9,06
Material fresco 1,510 66,5

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Como se observa en la Tabla 4 el material seco presentd un 9,06 % de humedad mientras
que el material fresco un 66,5 %. Tal y como lo define Mihai y Holban (2017) y Sharapin,
(2000), el contenido de humedad de las plantas frescas puede variar de 60% a un 80%, el proceso
de secado en las hojas reduce este contenido de un 20% a 75%. Con base en estos resultados se
observa, que el proceso de secado redujo en un 86,37 % el contenido de agua, partiendo de una
base 100 % en la hoja fresca. Dicho porcentaje puede ser determinante en las pruebas siguientes
ya que procesos de secado excesivos pueden acabar con algunos compuestos activos presentes en

las muestras vegetales.

La comparacion de los métodos de extraccion, asi como la utilizacion de los distintos
tipos de material, se realiz6 para determinar si existian diferencias entre la planta fresca y la seca,

asi como los métodos de extraccion con que se realizan los extractos.

Una vez determinada la humedad presente en los materiales vegetales, se procedio a
realizar los extractos por maceracion, ya que estos son los que requirieron mayor tiempo de
extraccion, para ello, se utilizaron 100g de material fresco y seco, respectivamente y se agrego 3
L del solvente seleccionado, en este caso Alcohol/Agua en una proporcion 70/30. Esta proporcion
de solvente se utilizé siguiendo lo recomendado por Sharapin (2000), ya que el alcohol etilico y

sus mezclas con agua son el solvente por excelencia para utilizar en extractos y tinturas.

La proporcion 7:3, se utiliza para la extraccion total de los componentes, principalmente,
cuando no existen muchos estudios especificos en relacion con los compuestos por extraer;
ademas, otro factor que influyd en su escogencia es que la mayor parte de la bibliografia
consultada utilizaba esta proporcion para la extraccion de los activos y en los que los resultados

obtenidos fueron favorables en la inhibicion de microorganismos.

Los extractos se almacenaron por un periodo de 14 dias protegidos de la luz y tapados
para evitar pérdidas por evaporacion, y se agitaron una vez al dia de forma manual. Concluido el
tiempo de contacto para la extraccion, se procedio a filtrar para eliminar todo el residuo de la
planta y proceder con la concentracion del extracto por medio del rotavapor, pasando de un
volumen de 3 L a un volumen aproximado de 20 mL. Antes de realizar el proceso de
concentracion por medio del rotavapor, se separaron 50 mL para realizar pruebas de
identificacion cualitativa de activos en los extractos directos de maceracion y de Soxhlet.
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Aungue el agua que se requiere en los procesos de extraccion, no necesariamente debe ser
destilada o desmineralizada, en este proceso si se trabajo con agua purificada para eliminar
cualquier posible contaminacion o interferencia que se pudiera presentar en el proceso de

extraccion o en la posible contaminacion de los extractos.

Para realizar el proceso con el método de extraccion de reflujo cerrado utilizando el
soxhlet, se pes6 100g del material y se coloco en el aparato, en este caso se utilizo solo 2,5 L del
solvente debido a la menor capacidad del baldn de calentamiento. El proceso de extraccion se
mantuvo durante 12 horas continuas, lo cual dio como resultado 4 ciclos de extraccion, esto se

realizo, tanto para el material fresco como en el seco.

Una vez concluida la extraccion, se procedid a rotavaporar hasta obtener un volumen
aproximado de extracto de 20 mL. Antes de realizar el proceso de concentracion por medio del
rotavapor, se separaron 50 mL para realizar pruebas de identificacion cualitativa de activos, los

extractos finales obtenidos se muestran en la Figura 21.

Figura 21. Extractos concentrados de Senna reticulata (Saragundi) obtenidos por el método de

maceracion y soxhlet.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Las caracteristicas fisicas encontradas en los extractos, tanto para la planta fresca como la
seca a partir de los dos métodos de extraccion se muestran en la Tabla 5. Tal y como se observa,
los extractos realizados para la planta seca por el método de maceracién, asi como por la
extraccion por soxhlet presentaron caracteristicas muy similares, principalmente, distinguiéndose

del extracto fresco por su consistencia viscosa y color café muy fuerte. Esta caracteristica
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dificulté mas el proceso de concentracién ya que provocé la separacion del material oleoso que

no se pudo retirar del balon de calentamiento.

Tabla 5. Caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcoholico de Senna reticulata
(Saragundi) para planta fresca y seca obtenido por los métodos de maceracion y reflujo cerrado
(soxhlet).

Pruebas fisicas
Tipo de extracto Olor Color Apariencia
Planta fresca macerada Dulce Café claro Fluida presenta sedimentos
Planta fresca soxhlet Dulce Café claro Filuda presenta sedimentos
Planta seca macerada Dulce Café oscuro | Viscoso
Planta seca soxhlet Dulce Café oscuro | Viscoso

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

La diferencia principal entre el extracto fresco y seco realizado por ambas técnicas radico
en su consistencia; tal y como se aprecia en la Figura 22 y en laFigura 23, el extracto de planta
seca presenta una apariencia muy viscosa casi como de un aceite, sin presentar solidos visibles,
mientras que el extracto de la planta fresca presenta una apariencia fluida y con gran cantidad de
solidos presentes.

Figura 22. Extracto de planta seca de Senna reticulata (Saragundi) obtenido por el método de

maceracion(izquierda) y soxhlet (derecha).
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N

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Figura 23.Extracto de planta fresca de Senna reticulata (Saragundi) obtenido por el método de
maceracion(izquierda) y soxhlet(derecha).

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

Los resultados obtenidos sobre las caracteristicas fisicas en los extractos de las plantas

frescas ysecas demuestran que a pesar de aplicar distintos métodos de extraccion las propiedades
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de los extractos finales no parecen variar, ya que presentan similitudes en olor, color y apariencia.
Para los extractos de planta seca, obtenidos por los métodos de maceracion y por medio de

soxhlet, las muestras presentaron la misma consistencia y las mismas caracteristicas fisicas.

Los extractos de la planta seca por el método soxhlet, presentaron problemas en el
proceso de concentracion, ya que una parte del aceite fue imposible de recuperar; sin embargo, se
le realizaron lavados al baldn de recuperacion, donde se logré extraer el material remanente, esto
para poder realizarle pruebas microbiologicas y descartar que esta porcidn presentara actividad

antimicrobiana. La Figura 24 muestra el aceite obtenido de la extraccion del material seco.

Figura 24. Aceite remanente obtenido del proceso de extraccidn del material seco de la planta de

Saragundi por el método soxhlet.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Una variable importante por discutir, es el tiempo de extraccion, puesto que al adquirir el
material fresco éste se utilizd inmediatamente para evitar problemas de deterioro del material,
contrario al material seco, que pudo ser almacenado sin refrigeracion, sin sufrir dafio alguno

mientras se efectuaban las distintas etapas del proceso de extraccion.

Sin embargo, es necesario recordar que el proceso de extraccion por maceracion requirid
de 14 dias de extraccion, con agitacion manual una vez al dia, lo cual es el tiempo del operario a
cargo del proceso. La extraccion con el equipo soxhlet, se realizé en 12 horas y no demando de
tiempo adicional de filtrado, este proceso si requiere de una mayor inversion al ser equipo méas

especializado y el subsecuente consumo energético y de agua.

A pesar de que la industria farmacéutica utiliza preferiblemente como materia prima el
material seco, segin lo establece Sharapin, (2000), por sus ventajas como la disminucion de
volumen de almacenaje, la interrupcion de procesos enzimaticos de las células vegetales, el
impedimento del crecimiento de microorganismos, el transporte del material sin riesgos de
deterioro, en esta investigacion se presentaron mayores complicaciones en el proceso de

concentracion de la muestra y en las posteriores pruebas de inhibicion microbiana.

Como las muestras obtenidas de los extractos secos por ambos métodos de extraccion
presentaron una consistencia muy viscosa dificil de manipular para las pruebas de microbiologia,
se realiz6 un pretratamiento de normalizacion del porcentaje de humedad, ya que, al utilizar la
técnica de rotavapor, para concentrar las muestras, se presentan ciertas limitaciones para
determinar la cantidad de solidos, por lo que el proceso de concentracidn se detuvo desde un

criterio subjetivo.

En la Tabla 6,se muestran los resultados de las mediciones de humedad para los extractos
obtenidos por los métodos de maceracion y soxhlet, tanto para la planta seca como para la planta

fresca.
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Tabla 6. Porcentajes de humedad de los extractos obtenidos por los métodos de maceracion y
soxhlet para la planta deSenna reticulata (Saragundi), en estado fresco y seco.

Tipo de extracto Porcentaje de humedad experimental (%6)
Planta fresca, macerada 81,02
Planta fresca, soxhlet 85,32
Planta seca, macerada 17,44
Planta seca, soxhlet 16,36
Aceite- grasa planta seca soxhlet 83,52

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

En la Figura 25, se ilustra el proceso de determinacion de humedad para los extractos

obtenidos de Sarangundi por los métodos de maceracion y soxhlet.

Figura 25.Anélisis de porcentaje de humedad para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
obtenidos por los métodos de maceracion y soxhlet.
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Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

Una vez realizados los célculos para las pruebas microbioldgicas de evaluacion de
actividad antimicrobiana, es necesario partir de una base en la que tuvieran el mismo contenido
de sdlidos, por lo que se realiz6 una normalizacién al contenido de humedad, utilizando como
referencia el extracto que presentara mayor contenido de humedad, en este caso el de la planta

fresca obtenida por el metodo soxhlet que presentd un 85,32% de humedad.
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Se realizaron diluciones con agua purificada de las muestras, hasta homologarse con el

extracto de la planta fresca obtenida por el método soxhlet, los resultados de estos calculos se

observan en la Tabla 7.

Tabla 7. Masas para la homologacién de humedad de los extractos de Senna reticulata

(Saragundi) obtenidos por el método de maceracién y soxhlet.

Tipo de extracto

Masa del extracto (g)

Masa de agua a adicionar (g)

Planta fresca, macerada 0,5104 0,1436
Planta seca, macerada 0,7422 3,1270
Planta seca, soxhlet 0,7980 3,7486
Aceite- grasa planta seca soxhlet 0,5222 0,0640

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

Asi mismo, en la Figura 26 se observan las muestras finales una vez diluidas para

utilizarse en los andlisis de evaluacion antimicrobiana.

Figura 26. Muestras finales diluidas para pruebas de evaluacion antimicrobiana del extracto de

Senna reticulata (Saragundi).

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).
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Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto de la planta Senna Reticulata
(Saragundi) en el crecimiento in vitro de S.aureus y C.albicans, mediante la medicion de

halos de inhibicion.

Para el desarrollo de estas pruebas, se utilizaron todas las medidas de bioseguridad, asi
como las técnicas de asepsia, siendo de vital importancia el uso de equipo estéril y de la camara

de bioseguridad para salvaguardar la seguridad del analista que realizo el procedimiento.

Se procedio a trabajar con una cepa certificada de Staphylococcus aureusque no tuviera
mas de 24 horas de replicada, de igual manera se realizd con la cepa certificada de Candida
albicans. Ambas réplicas se realizaron en el laboratorio de microbiologia de Laboratorios ZEPOL

S.A supervisadas por la encargada del laboratorio.

La cepa de Staphylococcus aureuses trazable a ATCC® 6538 y la cepa de Candida
albicanstrazable a ATCC® 10231. En el anexo 1 se muestran los certificados correspondientes a

cada cepa.

Para iniciar con las pruebas, se analizaron las muestras obtenidas de los extractos
clasificados anteriormente y, segin la técnica de extraccion utilizada, asi como el estado de la
planta. La asignacion de las muestras por analizar, se establecio, segin lo mencionado en las

tablas 1 y 2 para las pruebas con S.aureus y C.albicans, respectivamente.

Para ambas pruebas, tanto para la inhibicion de la bacteria S.aureus y del hongo
C.albicansse realizaron con la técnica de métodos de discos de difusion utilizando el medio
Mueller-Hinton, por medio del hisopado se dispersé el microorganismo inoculando toda la placa

de manera que no quedara ninguna seccion del medio de cultivo sin crecimiento bacteriano.

Una vez realizada la siembra de la cepa se procedié a colocar los discos impregnados con
los extractos con la ayuda de una pinza estéril, presionando suavemente sobre cada disco para
asegurar un contacto completo con la superficie del agar, todas las pruebas se efectuaron por

duplicado.
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Se colocaron un maximo de 4 discos por placa, segin lo establece Barria y Sanchez
(2013), no deben colocarse mas de 12 discos en una placa de 150mm, ni mas de 6 en una placa de

100mm, en esta prueba se utilizaron placas de 90 mm x 15mm.

Luego de transcurrido el tiempo de inoculacion a 35°C, se midié la formacion de halos de
inhibicion utilizando un vernier calibrado. Cabe destacar que se realiz6 un analisis al solvente
utilizado para la extraccién, de manera que se pudiera descartar algin tipo de inhibicion por si
sola de los microorganismos, asi como controles al medio utilizado, ademas se realizaron pruebas
con dos productos farmacéuticos que sirvieron como control positivo para la prueba, tanto para
las cepas de S.aureus asi como C.albicans. En la Figura 27,se observa la formacion de los halos

de inhibicion contra la bacteria S.aureus.

Figura 27.Formacion de halos de inhibicion obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton

contra la bacteria S.aureus.
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Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

En la Figura 28,se observan los halos de inhibicion presentados para el control positivo en
antibiotico de amplio espectro Neotrol ® NF (muestra 7) asi como el control del medio utilizado

(muestra 8).
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Figura 28.Formacion de halos de inhibicidén obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton

contra la bacteria S.aureuspor el Neotrol ® NF y control negativo del medio.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Segun Barria y Sanchez (2013), para calcular el porcentaje de inhibicién de cada muestra
se debe dividir el diametro de los halos de la muestra entre el diametro de los halos obtenidos por
el control y el resultado se multiplica por 100. Ademas, establecen que se puede clasificar la

actividad antimicrobiana tomando como referencia los siguientes parametros:

e Inactivo con un porcentaje de inhibicién menor a 55%
e Poco activo con un porcentaje de inhibicién entre 55 % -65%
e Moderadamente activo con un porcentaje de inhibicién entre 66 % - 80%

e Buena actividad con un porcentaje de inhibicién mayor al 80%

En la Tabla 8, se observan los valores obtenidos en las mediciones de los halos de
inhibicion de cada muestra. Basados en la informacion suministrada por Barria y Sanchez (2013)
y analizando los valores obtenidos se observa en la Tabla 9 de los calculos del porcentaje

promedio de inhibicién de actividad presentada contra S.aureus.
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Tabla 8.Resultados de la formacion de halos de inhibicion formados contra la bacteria S.aureus
por los extractos de Senna reticulata (Saragundi).

Placa 1 (mm) Promedio Placa 2 (mm) Promedio
Muestra
Disc 1 | Disc 2 | Disc 3 | Disc 4 X Disc 1 | Disc 2 | Disc 3 | Disc 4 X

1 11,30 | 10,76 | 10,56 | 9,74 10,59 10,11 | 10,88 | 11,32 | 10,56 10,72
2 10,82 | 13,55 | 12,37 | 11,49 12,06 14,44 | 14,05 | 14,63 | 12,72 13,96
3 6,48 6,11 6,98 7,40 6,74 7,12 6,79 7,45 7,16 7,13
4 10,21 | 9,30 | 941 | 933 9,56 9,04 | 851 | 10,07 | 8,24 8,97
5 10,58 | 11,18 | 8091 9,60 10,07 939 | 894 | 7,60 | 8,02 8,49
6 9,03 | 11,03 | 9,76 | 10,73 10,14 10,06 | 9,69 | 856 | 893 9,31
7 17,67 | 16,92 | 16,09 | 16,85 16,88 17,20 | 19,72 | 20,43 | 19,97 19,33
8 Ausencia de crecimiento Ausencia de crecimiento

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Segun los datos obtenidos en la Tabla 9 la muestra 2 correspondiente al extracto de la
planta fresca obtenido por el método de maceracién, es la Unica que obtuvo un porcentaje de
inhibicion moderadamente activo con un 71,86 %, la muestra 1 correspondiente al extracto de
planta fresca obtenido por el método soxhlet, obtuvo un 58,85 % siendo asi catalogada como
poco activa.
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Tabla 9. Porcentaje de inhibicién de los extractos de Senna reticulata (Saragundi) obtenido

contra S.aureus.

Muestra Promedio de inhibicién (mm) | Porcentaje de inhibicion

1 10,66 58,85
2 13,01 71,86
3 6,94 38,30
4 9,27 51,17
5 9,28 51,26
6 9,73 53,71
7 18,11 100

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Para las muestras 4 y 5 correspondientes al extracto de planta seca, obtenidas por los
métodos de soxhlet y maceracién, presentaron resultados de inhibicion muy similares de 51,17%
y 51,26%, respectivamente, siendo éste un porcentaje de inhibicién inferior a 55% catalogado

como inactivo, segun lo descrito por Barria y Sdnchez (2013).

La muestra 6, corresponde a material vegetal seco obtenida por el método soxhlet, pero
solo a una porcidén de aceite (Aceite) que quedo en el balon después de realizar la concentracion
de la muestra, la cual presentaba consistencia distinta, tal y como se comentd en el analisis de la
variable 1. Esta muestra presentd un porcentaje de inhibicion del 53,71% siendo inactivo, segun

la clasificacion de Barria y Sanchez (2013).

Se empled de referencia el medicamento Neotrol ® NF cuya 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. En los resultados de esta
muestra se observa que presentd unos halos inhibicién en promedio de 18,11 mm, siendo 5,1mm

mas que los presentados por el extracto fresco macerado.

Los resultados obtenidos en la muestras 1, demuestran que el extracto de planta fresco
macerado fue el Gnico que presento actividad antimicrobiana activa frente a S.auerus. El extracto

de la planta fresca obtenido por el método soxhlet, estd catalogado como poco activo frente a
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S.auerus. Las diferencias obtenidas entre el método macerado y la extraccion con soxhlet se
pueden presentar por diversas razones como las descritas por Sharapin (2000), al mencionar que
la temperatura utilizada en el proceso de soxhlet, la cual se mantuvo en aproximadamente a 68°C

mientras que en el extracto macerado la extraccion se realizé a temperatura ambiente.

Otro factor importante por considerar en cuanto a la variacion de los resultados entre el
extracto macerado y el extraido por soxhlet, es el tiempo de extraccion, este tiempo debe ser
suficiente para permitir la separacion de los compuestos de interés, en el caso de la extraccion
con soxhlet ésta se realiz6 por un periodo de 12 horas, tiempo suficiente para que se realizaran 4
ciclos de extraccidn; sin embargo, el extracto macerado se mantuvo durante 14 dias, en los cuales
se agitd una vez al dia, aunque no se tiene estipulado un tiempo estdndar para realizar
extracciones, es posible que el aumento en el tiempo de contacto del material fresco macerado
contra el realizado por la extraccion con soxhlet fuera un factor determinante en los resultados

obtenidos.

En la industria de fabricacién de medicamentos, dos factores importantes por considerar
en un proceso de fabricacién son los costos y la eficiencia del proceso, por lo cual es de
considerar que el prolongar los procesos de extraccion estos influyen directamente en los costos,
tiempos muertos de espera y mano de obra directa que se involucra en el proceso, desde este
punto de vista se podria decir, que un proceso de maceracion podria incrementar los costos de
produccion por el tiempo, desperdicios y el proceso manual que conlleva, al compararlo con una

extraccion con el sistema de soxhlet.

Los procesos de secado, segln lo establece Sharapin (2000),al involucrar calor pueden
presentar pérdidas de aceites esenciales 0 sustancias volatiles, las plantas medicinales deben ser
secadas con temperaturas entre los 30°C y 60°C incluso el autor establece que las plantas que
presentan aceites esenciales, la temperatura debe ser inferior a 40°C.Mihai y Holban (2017),
también, mencionan, que en el caso de que se utilicen procesos con baja temperatura es requerido

periodos largos de extraccion.

En el caso de esta investigacion, no se control6 la cantidad de calor de secado dado que la
fuente de radiacion solar no fue una de las variables medidas, lo cual pudo ocasionar que se

presentaran pérdidas en los compuestos activos de la planta.
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Los resultados obtenidos para el analisis de los extractos hidroalcohélicos de planta fresca
son congruentes con los obtenidos por Barria y Sdnchez (2013), donde reportaron una actividad

moderada de inhibicion con un 68,8% de inhibicion frente a S.aureus.

En relacion con los resultados obtenidos de las muestras de los extractos analizados y su
efecto contra C.albicans,se observa en la Figura 29los halos de inhibicion que se presentaron en

las muestras.

Figura 29 Formacion de halos de inhibicion obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton

contra la bacteria C.albicans.
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Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

En la Figura 30se observan los halos de inhibicidn presentados para el control positivo por
el Nitrato de miconazol al2% (muestra 7), asi como el control del medio utilizado (muestra 8).
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Figura 30.Formacion de halos de inhibicion obtenidos en el medio de cultivo Mueller-Hinton
contra el hongo C.albicanspor el Nitrato de miconazol al 2% (muestra 7) y control negativo del

medio (muestra 8).

@

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Como se observa en las imagenes de la Figura 29,no se demostrd inhibicion de los
extractos analizados en contra de la cepa de C.albicans. Solamente se muestra inhibicién en la
Figura 30 por parte del medicamento nitrato de miconazol cuya concentracion es al 2% utilizado
como control positivo de la prueba, este medicamento es un antimicotico topico de amplio
espectro, de accién contra dermatofitos, tineas, Candida, Pitiriasis, algunos bacilos y cocos gram-

positivos.

En la Tabla 10 se observan los resultados de las mediciones promedios obtenidos para la
formacion de halos de inhibicion contra C.albicans. Como se observa el valor mas alto obtenido
después del medicamento de Nitrato de miconazol al 2% corresponde al solvente utilizado para la

extraccion del material vegetal.
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Tabla 10.Resultados de la formacién de halos de inhibicion de los extractos de Senna reticulata

(Saragundi) formados contra el hongo C.albicans.

Muestra Placa 1 (mm) Promedio Placa 2 (mm) Promedio
(mm) (mm)
Disc | Disc | Disc | Disc X Disc | Disc | Disc | Disc X
1 2 3 4 1 2 3 4

1 5,93 8,42 6,20 6,80 6,84 7,92 7,77 7,44 8,10 7,81

2 6,99 | 6,26 | 6,15 | 6,23 6,41 59 | 6,25 | 6,07 | 6,07 6,09

3 6,9 | 7,92 | 7,02 | 7,10 7,25 6,76 | 6,76 | 7,14 | 7,96 7,16

4 6,22 6,03 6,30 6,13 6,17 6,24 6,14 6,14 6,14 6,17

5 6,13 | 644 | 644 | 6,55 6,39 6,27 | 644 | 648 | 6,20 6,35

6 6,56 | 559 | 6,29 | 6,44 6,22 6,07 | 6,07 | 649 | 6,38 6,25

7 18,93 | 22,37 | 22,05 | 23,21 21,64 1491 | 18,73 | 16,78 | 20,01 17,61

8 Ausencia de crecimiento Ausencia de crecimiento

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

En la Tabla 11se muestra el porcentaje de inhibicidn obtenido para los extractos de Senna

reticulata, segun lo establece Barria y Sanchez (2005), se clasifica a todas las muestras

analizadas por debajo del 55% ubicandolas asi en sustancias inactivas contra la cepa de

C.albicans.
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Tabla 11.Porcentaje de inhibicion obtenido de los extractos de Senna reticulata (Saragundi)

contra C.albicans.

Muestra Promedio de inhibicién (mm) | Porcentaje de inhibicion

(%)

1 7,31 37,23

2 6,25 31,84

3 7,21 36,71

4 6,17 31,43

5 6,37 32,15

6 6,24 31,78

7 19,63 100

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Ninguna de las muestras de extractos analizados, presento actividad antimicrobiana contra
C.albicans, a pesar de estar reportado por distintos autores como Ruiz (2013), la actividad
antifungica de Cassia (Senna) reticulata los resultados obtenidos en esta investigacion
demuestran que los extractos hidroalcohdlicos, tanto de la planta fresca como la planta seca, no
presentan efecto inhibitorio ante C.albicans. Muchos autores, como Nunes do Santos y Gorett
(2008), asi como Quesada (2008), reportan el uso mas comun de la especie Senna reticulata para
obstrucciones de higado y problemas reumaticos y afeccién de piel, pero por bacterias no por

hongos.

La literatura que reflejo méas informacion para esta investigacion se refiere a la especie
Senna alataen relacion con los efectos antifingicos y antibacteriales, sin embargo, en Costa Rica
es mas comun encontrar la especie Senna reticulata, por lo cual se pueden dar confusiones de uso

del material vegetal.
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Identificacidn de los metabolitos activos presentes en extracto de la planta Senna Reticulata
(Saragundi)

Para la identificacion de metabolitos activos presentes en los distintos extractos evaluados
en esta investigacion, se realizaron tres métodos distintos mediante los cuales se logro identificar
la presencia de los compuestos activos descritos por la literatura. Primero, se realizaron las
pruebas de identificacion cualitativas de los compuestos reportados en la literatura, luego se
realizaron pruebas cualitativas por cromatografia de capa fina para la identificacion de
flavonoides y antraquinonas por ultimo, se utilizo la técnica de cromatografia de gases acoplada
a detector de masas, para la verificacion de los compuestos que méas se han reportado en la

literatura.

Analisis de las pruebas de identificacion cualitativas para los extractos de Senna reticulata
(Saragundi) planta fresca y seca, obtenidos mediante la técnica de extraccién maceracion y

reflujo cerrado soxhlet.

El primer método aplicado fue la prueba de identificacion cualitativa o tamizaje
fitoquimico, donde mediante pruebas o ensayos de caracterizacion de grupos funcionales, se
procedid al tamizaje fitoquimico de los extractos de Senna reticulata (Saragundi) para el material

vegetal fresco y seco, obtenidos por medio de los métodos de maceracién y soxhlet.

En el Tabla 12, se resumen los resultados obtenidos durante la realizacion de los ensayos
establecidos.
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Tabla 12.Resultados obtenidos durante la caracterizacion o tamizaje fitoquimico del extracto de

Senna reticulata (Saragundi) realizado en las Instalaciones del Laboratorio Quimica de la

Universidad Internacional de las Américas.

Tipo de extracto Planta fresca | Planta fresca Planta seca Planta seca
macerada soxhlet soxhlet soxhlet
Prueba de Dragendorff ) ) ) )
» ) Negativo Negativo Negativo Negativo
(Deteccion de alcaloides)
Coloracion Coloracion » y
. Coloracion Coloracion
Prueba de Libermann-Buchard verde claro verde claro
y ) . verde oscuro | verde oscuro
(Deteccidn de terpenos) turbidez, turbidez, . o
o o (Positivo) (Positivo)
(Positivo) (Positivo)
. » Coloracion Coloracion Coloracion Coloracion
Prueba Shinoda (Deteccion de
) leve leve fuerte fuerte
flavonoides) . . . .
(Positivo) (Positivo) (Positivo) (Positivo)
) Positivo Positivo Positivo Positivo
Prueba de deteccion de » y » »
] Coloracion Coloracion Coloracion Coloracion
Antraguinonas
leve leve fuerte fuerte

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Para determinar la presencia de alcaloides, se aplico el reactivo Dragendorff, segin lo

establece Dominguez (1985), el cual estd compuesto por tetrayoduro bismuto de potasio (KBils),

éste puede indicar la presencia de alcaloides por la formacion de un precipitado color naranja

rojizo cuando se le adiciona a una muestra del extracto vegetal.

Este ensayo dio un resultado negativo durante la identificacién de los metabolitos de

alcaloides presentes en los extractos obtenidos; tanto por maceracion como por reflujo cerrado

(soxhlet), asi como para el material fresco y el seco. Este resultado es interesante ya que los

alcaloides estan reportados como compuestos de accion antimicrobiana, mediante la interaccion
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con el ADN, por lo cual el no obtener presencia de ellos en las extracciones es evidencia de su
poca actividad antimicrobiana demostrada en las pruebas microbioldgicas.

Durante la realizacion del ensayo se corrio paralelamente un blanco negativo, de forma
que se pudiese observar por diferencia la presencia del mismo. En la Figura 31,se puede apreciar
lo observado durante la realizacion de la prueba de laboratorio.

Figura 31.Ensayo de identificacion alcaloides: reactivo Dragendorff con los extractos de Senna
reticulata, realizado en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad

Internacional de las Américas.

Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

La identificacion de terpenos presentes en las muestras de los distintos extractos aplicando
el ensayo de Libermann-Buchard descrito por Dominguez (1985), consistid en una reaccion de la
muestra (previamente agregado &cido acético anhidro) con H2SO4 concentrado agregado gota a

gota. Si se genera un cambio de coloracion azul, verde, rojo o anaranjado la prueba es positiva.

Este ensayo con las distintas muestras, mostraron resultados positivos para los extractos
realizados al material vegetal fresco y seco principalmente notable el cambio de color a un verde
claro para la muestra extraida por maceracion utilizando material vegetal fresco. La muestra
analizada del extracto fresco obtenido por el método de reflujo cerrado (soxhlet) presenta un
cambio de coloracion un poco menos notable. Sin embargo, las muestras de los extractos del

material seco presentan un resultado positivo cambiando a un color verde oscuro casi café. En la
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Figura 32, se observa los cambios presentados respecto del blanco negativo que se corrié para
demostrar la reaccion.

Figura 32.Ensayo de identificacion terpenos: prueba Libermann-Buchard con los extractos de

Senna reticulata, realizado en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad
Internacional de las Américas.

:

-
-

v |
|

”
'3
o

- &

)

3

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Nunes do Santos y Goratti (2008), reportan para el extracto de Senna reticulata dos

triterpenos los cuales son el alfa y beta amirina, las pruebas realizadas cualitativas demuestran la
presencia de este tipo de compuestos en los extractos.

Para la identificacion de flavonoides en los extractos, se aplicd el ensayo o reaccion de
Shinoda (Dominguez, 1985), en el cual se describe que los extractos alcohdlicos incoloros o
ligeramente amarillos al tratarlos con tiras de magnesio y unas gotas de acido clorhidrico
concentrado presentan coloraciones naranjas, amarillos, café, rojas o rojas azulada a violeta. Esta
prueba aplicada a los extractos, dio positivo para los extractos obtenidos del material vegetal
seco, tanto el extraido por maceracion como por reflujo cerrado (soxhlet), dado que se observd

una coloracion amarilla intensa oscura, sin embargo, en la planta fresca se presenta una
coloracion leve. En la

Figura 33, se puede apreciar el resultado obtenido de éste.
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Figura 33.Ensayo de identificacion para flavonoides, prueba de Shinoda los extractos de Senna
reticulata, prueba realizada en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad

Internacional de las Américas.
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Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Para la identificacion de las antraquinonas en los extractos se aplicé el ensayo descrito por
Dominguez (1985), para el cual se agregé 1 mL de cloruro de hierro 11l al 10% y 1 mL de HCI
concentrado a las muestras de extractos, la solucién se calenté y al enfriarse se realizo la
extraccion de las antraquinonas utilizando cloroformo, las quinonas tienden a dar colores rojos o
purpuras con alcalis concentrado o con &cido sulfurico. En la Figura 34, se observa la apariencia
de los extractos antes de iniciar las pruebas. De izquierda a derecha se observan el blanco, los
extractos de planta fresca macerada, planta seca macerada, planta seca soxhlet y planta fresca

soxhlet.
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Figura 34.Extractos de Senna reticulata utilizados para la prueba cualitativa de deteccion de

antraquinonas.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

En la Figura 35,se observan los resultados obtenidos para la prueba cualitativa de
identificacion de antraquinonas. Las muestras presentan resultado positivo con una coloracion
rosada fuerte para los extractos de planta seca macerada (C) y planta seca soxhlet (D) en
comparacion con el blanco correspondiente al tubo A. Las muestras de los extractos frescos

macerado (B) y soxhlet (E) presenta una coloracién tenue.

Figura 35.Ensayo de identificacion para antraquinonas, para los extractos de Senna reticulata,
prueba realizada en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional

de las Américas.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Anélisis de cromatografia de capa fina para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
planta fresca y seca.

Para la realizaciobn de este andlisis, se busco identificar los dos compuestos
mayoritariamente descritos en la bibliografia, los cuales son las antraquinonas y los flavonoides.
Al no contar con un estandar de referencia para la Senna reticulata, solo se procedio a realizar
pruebas de presencia o ausencia de los compuestos y comparar si se observaban diferencias entre
los distintos extractos obtenidos en esta investigacion. Se realiz6 la comparacion no solo de los
extractos concentrados de la planta fresca y seca, ambos obtenidos por el método de maceracion
y soxhlet, sino también, de los extractos sin concentrar utilizados para las pruebas de
identificacion cualitativa; de manera que se pudiera comparar alguna diferencia importante en las
coloraciones o en la forma como se realizd la separacion de los compuestos en las diferentes

muestras.

Partiendo de los distintos extractos obtenidos se colocaron las muestras en las placas de
celulosa con la ayuda de un capilar, colocando una gota de cada extracto a analizar. Para iniciar
con las pruebas se procedid a establecer la siguiente demarcacion de las muestras para facilitar la

demarcacion en las placas:

PSMC: Planta seca macerado concentrado.
PSMS: Planta seca macerado sin concentrar.
PSSC: Plana seca soxhlet concentrado.

PSSS: Plana seca soxhlet sin concentrar.
PFMC: Planta fresca macerado concentrada.
PFMS: Planta fresca macerado sin concentrar.
PFSC: Planta fresca soxhlet concentrado.
PFSS: Planta fresca soxhlet sin concentrar.

En la

Figura 36 se observa la demarcacion de la placa con los distintos extractos a analizar. Asi como

en la Figura 37se observa el proceso de separacion de los compuestos.
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Figura 36.Placa de gel de silice demarcadas con los extractos de Senna reticulata (Saragundi)
para prueba de deteccidn de flavonoides por cromatografia de capa fina.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Figura 37.Proceso de separacion de los compuestos en placa de gel de silice utilizando una

camara cerrada de revelado de vidrio para los extractos de Senna reticulata ( Saragundi).

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).
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Para la prueba de identificacion de flavonoides indicada por Dominguez (1985), se utilizo
el reactivo revelador de vainillina, el cual se utiliza una vez finalizado el proceso de separacion,
se calentd en una plantilla de calentamiento hasta revelar la presencia de flavonoides, tal y como
se observa en la Figura 38.

Figura 38.Proceso de revelado de flavonoides para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)

utilizando el reactivo de vainillina.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

En la Figura 39,se observa el resultado final de la identificacion de flavonoides, éste
coincidiendo con la identificacion positiva realizada en la prueba de Shinoda, ya que la
coloracion rosa se presenta en la primera porcion de la placa exactamente donde se colocaron los
extractos de plantas seca, tanto macerados como extraidos con soxhlet, ademéas no se evidencia

diferencia de la utilizacion de los extractos concentrados y sin concentrar.

Para esta prueba se puede mejorar en relacion con la separacion de los compuestos, ya que
como se observa, todas las manchas subieron con el solvente quedando atrapadas en la parte
superior de la placa impidiendo una buena resolucién. Se puede intentar cambiar la polaridad de
la fase maovil para permitir una mejor separacion de las manchas.
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Figura 39. Identificacion de flavonoides para los extractos de Senna reticulata (Saragundi)

utilizando el reactivo de vainillina.

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Enla

Figura 40se puede apreciar los compuestos visualizados a través de la cabina de anélisis
fluorescente donde se examind la placa bajo luz ultravioleta a longitud de onda de 254nm. Se
observa en la figura de la derecha las manchas correspondientes a la coloracion de flavonoides

revelados por el reactivo de vainillina.

También, se observa como las manchas de los extractos fluyeron junto con los solventes

no permitiendo la separacion completa de los compuestos de interés.



103

Figura 40. Imagenes de los extractos de Senna reticulata (Saragundi) analizados a través de la

cabina de andlisis fluorescente a 254nm.

L ¥ I e ey -

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

Para la identificacion de hidroxiantarquinonas, que es uno de los compuestos de interés en
el extracto de Senna reticulata ( Saragundi) ya que, segun lo reportado por los autores Nunes do
Santos y Goratti (2008) y Barria y Sanchez (2013),la planta presenta cinco hidroxiantraquinonas
principales como lo son: crisofanol, fisciona, emodina, 1,6,8-hidroxi-3-metoxiantraquinona y
1,3,8- trihidroxiantraquinona, se busco, segun lo sefialado por Dominguez (1985),en relacion con
la identificacion de antraquinonas, realizar las pruebas para confirmar la presencia de estos

compuestos en los extractos.

En la Figura 41,se observa la elucidacion de los compuestos utilizando una fase movil de
éter/metanol en una proporcion de 5:3. Segun los resultados obtenidos, no se presenta separacion
de los compuestos y ademas, no se presentan diferencias entre los distintos extractos analizados.
Sin embargo, se puede notarla presencia de antraquinonas al realizar el revelado con la solucion
de metanol al 0,5% y acetato de magnesio, luego de calentar durante 5 minutos, se presenta una
coloracion naranja asi tal y como lo indica Dominguez (1985), esto es indicacion de que de la
variedad de antraquinonas que existen, en los extractos, tienen hidroxilos ubicados en posicion
meta, lo que es posiblemente producto del complejo de la quinona y el hidréxilo contiguos con el
acetato de magnesio.
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Figura 41.Proceso de revelado de hidroxiantraquinonas para los extractos de Senna reticulata

(Saragundi).

Fuente: Elaboracion propia. Morales, A. (2018).

En la Figura 42, observan se los compuestos visualizados a través de la cabina de analisis

fluorescente donde se examiné la placa bajo luz ultravioleta a longitud de onda de 254nm.

Figura 42.Iméagenes de los extractos de Senna reticulata (Saragundi) analizados a través de la
cabina de analisis fluorescente a 254nm.
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Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

Analisisdel cromatograma y espectro de masas obtenido para el extracto de Senna reticulata

(Saragundi) mediante la técnica de cromatografia de gases acoplado a un detector de masas

Para comprobar la presencia de los componentes presentes en los extractos de Senna
reticulata, se realiz6 un analisis por cromatografia de gases acoplado a un detector de masas
(CG-MS), para la prueba se selecciond el extracto de la planta fresca macerada concentrada que
fue el que presentd actividad moderada de inhibicion frente a S.aureus, por lo cual se analizo esta
muestra para la identificacion cromatografica, por motivos del alto costo de la prueba no se pudo

realizar a todas las muestras del estudio.

La técnica de cromatografia de gases acoplado a un detector de masas (CG-MS), es una
técnica confiable y 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.

Para la muestra analizada, se realiz6 primeramente una limpieza para eliminar clorofila
utilizando silica, ademas se llevé a cabo una extraccion utilizando acetato de etilo. Dicho ensayo

fue contratado al Centro de Investigacion en Productos Naturales de la Universidad de Costa Rica
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(CIPRONA). En el reporte suministrado por el CIPRONA, (ver anexo 2) se detectan compuestos

comunes presentes en la mayoria de plantas y reportadas para el Saragundi.

En el cromatograma obtenido en el analisis de la muestra realizado el 15 de junio del 2018
por el CIPRONA (ver anexo3), se logro establecer la presencia de 9 compuestos que se
describiran a continuacién como porcentajes de las areas totales de los picos cromatogréficos
detectados; siendo el compuesto mayoritario con un 49,81 % el alfa-tocopherol, seguido se
encuentra el acido linolenico con un 19,32 %, con un 11,20 % esta presente el n-pentadecanoato
de etilo, con 6,40% se encuentra el fitol, el gama-tocoferol presenta un 3,66%, con un 3,61% se
obtuvo el &cido linoléico y el estearato de etilo con un 3,11%. Con los porcentajes menores se

encontré el E-11-hexadecenoato de etilo con un 1,03% Y el nor-hexatriacontano.

La Figura 43, es la muestra del cromatograma obtenido para la muestra de extracto fresco

obtenido por maceracion de la planta Senna reticulatada ( Saragundi).

Figura 43.Cromatograma obtenido mediante el analisis por cromatografia gases acoplado a un
detector de masas (CG-MS), para la planta fresca macerada de Senna reticulata (Saragundi)
realizado por el CIPRONA de la Universidad de Costa Rica.
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Fuente: Elaboracién propia. Morales, A. (2018).

El compuesto de mayor proporcion encontrado, el alfa-tocoferol, es un compuesto
fendlico de gran interés por sus propiedades antioxidantes, este compuesto no es de los
principales activos reportados en le literatura para la planta de Senna reticulata (Saragundi).
Algunas referencias bibliogréaficas reportan un efecto antioxidante y antiinflamatorio de las
especies de Cassia (Senna) como lo mencionaVillanueva y Zevallos (2017), principalmente, por

la presencia del alto contenido fendlico y de flavonoides.

En una corrida cromatografica convencional, se aplica una temperatura de inicio

relativamente baja, conforme va pasando el tiempo y, segin la programacion de rampas de
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temperatura estipuladas en el método utilizado, se va aumentando la temperatura en la columna.
Cuando la temperatura en la columna es baja, los compuestos volatiles son los primeros que

Ilegaran al detector y que saldran en el cromatograma, presentando tiempos de retencion bajos.

Conforme va aumentando la temperatura, los compuestos menos volatiles salen en la
corrida. Al observar la Figura 43, se aprecia que en los primeros minutos de la corrida no hay
evidencia de moléeculas volatiles como terpenos y otros compuestos organicos presentes, por lo
general, en extractos naturales. Sin embargo, conforme va pasando el tiempo se aprecia el primer

pico aproximadamente a los 45 minutos y se corta la corrida a los 65 minutos.

Las moléculas identificadas en las pruebas cualitativas que estan presentes en el extracto
de Senna reticulata como flavonoides y antraquinonas, son moléculas mas pesadas y con puntos
de ebullicién mucho més altos mayores de 180 °C normalmente, por lo que al cortar la corrida
cromatografica no se pudieron detectar algunos de los compuestos de interés, se evidencia que
falté tiempo al andlisis, por lo tanto, este analisis no es concluyente para esta investigacion ya que

solo aportan moléculas que no se detectaron con las pruebas cualitativas.

Los motivos por los cuales, el resultado de esta prueba no genera aporte en la deteccion de

las sustancias reportadas en la bibliografia, puede deberse a los siguientes aspectos:

a- A pesar de una disminucion en la presion del sistema (vacio) y su subsecuente efecto
en los puntos de ebullicién de las moléculas en general, en el tratamiento aplicado a la
muestra analizada en el momento de concentrar con el rotavapor, pudo no ser el
adecuado, ya que se pudieron perder sustancias volatiles.

b- Los compuestos volétiles puedieron no ser afines en cuanto a solubilidad al acetato de
etilo, por lo que al realizar su extraccion con este disolvente, dichos compuestos no se
extrajeron de la muestra analizada pudiendo haber quedado retenidos en la silica.

c- Haber analizado solamente un tipo de extracto, dejando de lado los extractos
obtenidos de la planta seca, tanto por los métodos de maceracion y soxhlet, los cuales
presentaron actividad bioldgica al realizar las pruebas de identificacién cualitativa de

sustancias activas.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente investigacion permiten concluir lo

siguiente:
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A pesar de que la industria farmacéutica utiliza preferiblemente como materia prima el
material seco por sus ventajas de manipulacion, transporte y preservacion, el extracto de
planta seca gener6 mayores complicaciones en el proceso de concentracion de la muestra
y en los pretratamientos para los andlisis posteriores de pruebas de inhibicién microbiana.
El proceso de concentrado de las muestras por rota vaporizacion, pudo haber afectado la
respuesta de los indicadores bioldgicos ante las moléculas presentes en los extractos de la
planta seca.

La diferencia principal observada en las caracteristicas organolépticas entre el extracto
fresco y seco realizado por ambas técnicas, radicO en su consistencia presentando la
planta seca apariencia muy viscosa sin presencia solidos visibles, mientras que el extracto
de la planta fresca presenta una apariencia fluida y con gran cantidad de solidos presentes.
Las caracteristicas fisicas observadas en los extractos de las plantas frescas y secas
demuestran que no hay variaciones en olor, color y apariencia al aplicar el método de
maceracion y soxhlet, tanto para la planta fresca como parala planta seca.

El extracto de la planta fresca obtenido por el método de maceracién es la Unica muestra
que obtuvo un porcentaje de inhibicion moderadamente activo con un 71,86 % ante el S.
aureus.

El método de extraccion por maceracion generd mejores resultados obteniéndose un 71,86
% para el extracto macerado contra un 58,85 %, en las pruebas de inhibicion
antimicrobiana contra el microorganismo S.aureusque el método de reflujo cerrado
soxhlet.

No se presentd actividad inhibitoria por parte de ninguna de las muestras analizadas ante
la cepa de Candida albicans.

En la prueba de identificacion de alcaloides utilizando el reactivo de Dragendorff para los
extractos analizados, no se presentd la presencia de estas sustancias.

La identificacion de metabolitos activos empleando pruebas cualitativas, tales como:
Liberman-Buchard y Shinoda dieron positivos para la presencia de terpenos, flavonoides
y antraquinonas no asi la prueba de Dragendorff para alcaloides presentes en los
extractos.

La identificacion de antraquinonas y flavonoides por cromatografia de capa fina fue

positiva para los extractos analizados.
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e La identificacibn de los compuestos reportados en la literatura para Senna
reticulata(Saragundi) no se detectaron en el analisis por cromatografia de gases acoplado
a masas realizado por el CIPRONA,sin embargo, se identifican nuevas moléculas que no
han sido reportadas en investigaciones anteriores realizadas a la planta; como lo son alfa-
tocopherol, el &cido linolénico, n-pentadecanoato de etilo, fitol, gama-tocoferol, acido

linoleico, el estearato de etilo, E-11-hexadecenoato de etilo y el nor-hexatriacontano. .
Recomendaciones

e Se recomienda realizar la identificacion de los compuestos activos por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplado a masas, utilizando solventes polares para la
purificacién de las muestras, que permitan la extraccion de compuestos presentes en las
muestras para mejorar la capacidad de identificacion de moléculas en los extractos.

e Realizar las pruebas microbiolégicas y de identificacion a los extractos sin concentrar
para minimizar pérdidas de los compuestos activos que pudieran presentarse en el
momento de calentar y eliminar sustancias activas de interés. Para efectos de ampliar los
resultados obtenidos, se recomienda hacer las pruebas de identificacién por cromatografia
de gases acoplado a masas, tanto al extracto obtenido de la planta fresca como seco con el
fin de determinar o desestimar posibles cambios en estados de oxidacién de las moléculas
durante el proceso de secado.

e Efectuar este tipo de investigacion a la especie Senna alata la cual reporta gran actividad
antimicrobiana y antifingica, segun lo establecen Makinde y Igoli (2007 y Binti (2008).

e En el proceso de secado de la planta, utilizar secadores solares o secadores que operan
con aire caliente para controlar la temperatura aplicada al material.

e Asegurar utilizar solamente las hojas de la planta tanto fresco y seco, para realizar los

extractos por los métodos de maceracion y soxhlet.
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ANEXQOS

Anexo 1. Certificado de las cepas de Staphylococcus aureus y Candida albicans
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Bfuker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results = R

Meaning of

Score Values
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High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a

(A) high-confidence 1dentification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low- |
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.
(©) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Description: 0485
Sample ID: 485-564
Sample Creation Date/Time:  2017-09-14T15:04:20.439 MB
Applied MSP Library(ies). BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
D8 485-564 Staphylococcus aureus
(+++) (A)
Comments:

N/A




Q Microbiologicse

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Parformance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2018/8/31
Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:
Catalog Number: 0485 Quality Contrel Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number: 485-564 Release Date: 2017/9/26
Reference Number: ATCC® 6538™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 2
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Performance
Macroscopic Features: Medium:
edium to la convex, circular, glistening, smaoth, creamy, opaque, beta SBAP
olytic - bc;ﬂ'?light gold and darker gold ionies may ba?r"'és?nt!:'
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocei occurring singly, in pairs and in irregular clusters. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

el o

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclaimer: The |as1 digitis) of 1he lal numbar aopaaring an the product Label and packing ska are mensly & packaging event number. The |of fumBer OlspEyen o0 this cestilicate is the aciual base lot
PRIk,

Note for Vitekdi: Although the h'lth“punll uses many conventional tests, the unique environment of the cand, combined with the shaet incubation period, may produce resulis that differ
fram resulis other

i, Refer to the enclosed product insen for instructions, intended use and hazard/satety information,

ndividual praducis are iraceable to a recognized culture collection.

I The ATCC Licansed Derivative Emblam, the ATCC Licensed Derivative word mark and ihit ATCC catalog marks ara trademarks of ATCC
ATCC Licensed "
Derivative

vt
Microbiclagics, Ine. is icansod 1o use these irademarks and ho sell products derved rom ATCOR cultures

{1} These tesls are aecredied ta ISOVEC 170252005

TESTING CERT #2655.01
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B R

Meaning of Score Values
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2.00-3.00

1.70 - 1.99

0.00 - 1.69

Meaning of Consistency Categories (A - C)
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High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is ()a
(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

o s N R

o

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a In'ﬁh- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(0) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Candida albicans
Sample Description: 0443
Sample ID: 443-806
Sample Creation Date/Time:  2017-09-19T12:15:08.537 TB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
H2 443-806 Candida albicans
[+++) (A)
Comments:

N/A




~ © Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Pedormance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Candida albicans
Catalog Number: 0443

Lot Number: 443-806

Reference Number: ATCCE 102317
Purity: Pure

Passage from Reference: 2

Expiration Date: 2019/8/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Release Date: 2017/9/26

Macroscopic Features:

Microscopic Features:
Gram positive, ovoidal, budding yeast cells.

Small to medium, white, circular, convex, dull colonies.

Performance

Madium:
Mutrient
Method:
Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Resuits
(1) Germ Tube Test: positive
(1) Chlamydaspore production: positive

('KLM»@%

Amanda Kuperus
Quality Contral Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

nLmEET

trom published resulis oblained by other methods.

Individual products ane traceable 10 8 recognized culture collection.

ATCC Licensed )’
Derivative

TESTING CERT #2655.01

iy Reter 1o the enclosed product insert for Instructions, intended use and hazardisataty information.

(1}  These 1ests are sccracied ta ISQVIEC 170252005

Disciaimer: The lagt diga(s] of tha lot rumber appearing on the produs label and packing slip ane merely a packaging svent rumber, The kol aumber deglayed on 1his cartificate is the achual base ol

Mote tor Vitak: Although mnrh;wmgland uluut,mny eonventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may produce resulis that ditfer

[} The ATCC Licensed Dedvative Emblem. the ATGE Licensed Dervative werd mark and 1n% ATCC catalog marks are \rademarks of ATCG
Micrabioingics, Inc. s licensed 10 use ihase radgemarks and to 5ol products cemed from AT cbires
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Anexo 2. Reporte del CIPRONA para la muestra de Senna reticulata( Saragundi)

=
22 de junio de 2018
CIPRONA-183-2018
Seiior
Victor Arias
Presente
Estimado sefior:

A continuacion, les informo sobre el resultado del analisis realizado a una muestra de
extracto de Saragundi, por usted entregada.

Muestra:
Extracto de Saragundi planta fresca macerada, vial transparente, muestra no homogénea.

Técnica de deteccion utilizada:
-Particién liquido-liquido
-Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Resultado: ]
Se detectan los compuestos: E-11-hexadecenoato de etilo, n-pentadecanoato de etilo, fitol,

4cido linolénico, 4cido linoleico, estearato de etilo, nor-hexatriacontano, alfa y gama
tocoferol en los extractos organicos obtenidos a partir de la muestra.

Inferencia:
La muestra presenta en las fracciones menos polares, compatibles con GCMS, compuestos

comunes presentes en la mayoria de las plantas y reportadas para el Saragundi.

Sin otro particular, se despide,

f"’ ,fw,@ﬁm
. R

osaura ero Chacon, Ph.D.
DIRECTORA

cc. archivo
Lmg/

2018
AﬁOS :.x Universidades Poblicas por
T y.loc o-cmah

Teléfono: 2511-2270 / Pagina web: http://www.ciprona.ucr.ac.cr
Correo electrénico: ciprona@ucr.ac.cr / Direccion: Sede Rodrigo Facio, Ciudad de la Investigacion.
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Anexo 3.Cromatograma de la muestra de Saragundi.

3 Sample Information
Analbyzed +15/06/2018 10:58:02
Sample Name : SARAGUNDI-CH2CL2_002

matogram SARAGUNDI-CH2CL2 002 E:\GCMSsolution\Data'prestacion servic ios\varios\SARAGL.:_'l:JzQI;C H2CL3.qa
2.243.160 i

|

e —

o i
! | i
| ,, | 1l
I i "' ¢ i
;1 P & | YWY ice100
A o b,.' L AL 2
. = 3 T 7 T T T VIR % N
20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 65.0
min
Peak Report TIC
Peak#  R.Time Area Area% Name
| 36886 . 3408177 1.03 E-1i-Hexadecenoic acid. ethyl ester §¢
2 47145 37052222 11.20 n-Pentadecanoic acid ethyl ester
3 50969 21168492  6.40 Phytol
4 52472 11941062 3.61 LINOLEIC ACID
3 32,660 63897918 19.32 Linoienic acid
6 33386 10289508 3.11 ETHYL ESTER OF STEARIC ACID
7 59502 6172997  1.87 NOR-HEXATRIACONTANE
8 61,830 164746141 49.81 alpha.-Tocopherol
9 63355 12100641 3.66 gamma.-Tocopherol

330777158 100.00



