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RESUMEN

En este estudio se analiz6 el aceite esencial de las partes aéreas (hojas)
de la especie Eucalyptus cinerea y se determind su actividad antibacteriana.
El aceite esencial de las hojas fue obtenido mediante el proceso de
hidrodestilacion simple utilizando trampa de Clevenger. Dicho aceite fue
separado e identificado en un cromatografo de gases marca Hewlett Packard
6890 acoplado a un detector de masas HP MSD 5973; utilizando la base de
datos Wiley MS 6ta edicion. Se identificaron como componentes mayoritarios
1,8-cineol (80,34 %) vy alfa-terpenil-acetato (6,21%). La actividad
antibacteriana se evalué mediante el método de Difusion en Agar con discos
(Kirby-Bauer) frente a cepas Gram-positivas y Gram-negativas. El aceite
esencial presentd actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa con una
CIM de 12,5 ppm, mientras que la actividad para Klebsiella pneumoniae fue a
una CIMde 6,25 ppm.
Palabras claves: Eucalyptus cinerea, 1,8-cineol, alfa-terpenil-acetato,
actividad antibacteriana.
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INTRODUCCION

Desde hace milenios el hombre ha vivido y dependido de las plantas para
preservar su salud. Los hombres de todas las eras han demostrado gran
interés por las plantas medicinales. Existen documentos e inscripciones de
Babilonia, Egipto, Grecia y Roma que hacen referencia a las propiedades
curativas de las plantas, muchas de las cuales se utilizan en la medicina
moderna (Acosta, 1993).

Existe evidencia de que en China aproximadamente entre los afos
5000-4000 a. C. se utilizaba una gran cantidad de drogas sobre las que
existen escritos que detallan su recoleccion y preparacion. En la Edad Media,
la medicina naturalista coexistia con la supersticion y la metafisica, las
culturas precolombinas de América ofrecieron a Europa un rico legado de
medicina tradicional, reportando para el siglo XVIII una lista de
medicamentos desarrollados con plantas utilizadas por los indigenas
(Acosta, 1993).

En el siglo XIX todos los tratamientos médicos se hacian por medios
naturales y los quimicos iniciaron el aislamiento y el analisis de algunas de
las sustancias que contenian las plantas medicinales, logrando abrir paso a

la industria farmacéutica actual (Acosta, 1993).

Los aceites esenciales son liquidos viscosos semivolatiles obtenidos de
materia vegetal como hierbas, flores, hojas, semillas, ramas y cortezas, entre
otros. Antiguamente los aceites esenciales y sus componentes quimicos
ganaron un creciente interés debido a su posible uso como agentes

antimicrobianos (Reyes, Palou y Lépez; 2014).

Las principales familias de las plantas que sintetizan los componentes de
los aceites esenciales son: Myrtaceae, Lauraceae, Rustaceae, Poaceae,

Piperaceae, entre otros. Generalmente, la presencia de estructuras



histol6gicas sobre o en la superficie de las plantas tiene que ver con la

produccion del aceite esencial (Bruneton, 2001).

Los constituyentes principales de los aceites esenciales pertenecen a dos
grupos de origen biogenético; el grupo de los terpenoides y el grupo de
compuestos aromaticos provenientes del fenilpropano, proporcionandole
diversas propiedades a los aceites esenciales de las plantas
(Bruneton, 2001).

La familia Myrtaceae esta compuesta por aproximadamente 3800
especies de las cuales casi 700 son del género Eucalyptus, se caracterizan
por la presencia, en sus tejidos de glandulas secretoras de aceites
esenciales. Muy estimadas en perfumeria, agroalimentacién o quimica fina;
sus aceites esenciales le confieren a menudo propiedades antisépticas

utilizadas en la industria del medicamento (Bruneton, 2001)

Actualmente, existen diversos antibiéticos que han contribuido con el
control de multiples enfermedades infecciosas. Logrando con esto mejorar la
calidad de vida de la poblacion. Sin embargo, la produccion de dichos
antibiéticos ha ido decayendo y se ha evidenciado la combinacion del uso
excesivo de los antibidticos con su uso incorrecto, esto se debe a la falta de
acceso al tratamiento apropiado y su subutilizacion debido a los bajos
recursos para completar los tratamientos, lo cual conlleva a la resistencia
bacteriana, la formacion de un mecanismo utilizado por la bacteria
(OMS, 2001; Sussman, Mattos y Restrepo, 2002; Fernandez, Lépez, Ponce y
Machado; 2003).

En profundidad; la resistencia bacteriana es el mecanismo mediante el
cual la bacteria puede disminuir la accion de los agentes antimicrobianos

(Fernandez y cols, 2003).



La innovacion y generacion de nuevas alternativas enfocadas en las
propiedades de las plantas medicinales es necesaria en la actualidad. La
finalidad del presente estudio es definir la composicion quimica del aceite
esencial extraido de una muestra de las hojas de Eucalyptus cinerea para
determinar la actividad antibacteriana contra  bacterias ATCC

Gram-positivas y Gram-negativas.

En esta investigacibn se trabajara especificamente con dos de las
especies de las bacterias ATCC Gram-positivas:
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. Asimismo, se trabajara
especificamente con tres de las especies de las bacterias nosocomiales
Gram-negativas:  Escherichia  coli, Pseudomonas aeruginosa vy

Klebsiella pneumoniae.

El presente proyecto esta sistematizado por capitulos; en el Capitulo |
denominado El Problema se realiza el planteamiento del problema, los
objetivos, la justificacion e importancia de la Investigacion, los alcances y
limitaciones de la investigacion. En el Capitulo Il llamado Marco Teorico
abarca los Trabajos previos, Antecedentes historicos, Bases tedricas
Definicién de términos béasicos y Operacionalizacion del evento de estudio e
Hipotesis. El Capitulo 1ll denominado Marco Metodologico comprende los
siguientes puntos: Tipo y Disefio de investigacion, el disefio de analisis,
Poblacion y Muestra, Instrumento de Recoleccién de Datos y Procedimientos
de la Investigacion. En el Capitulo IV se realizan los resultados y discusiones
para asi concluir con el Capitulo V que abarca las conclusiones y

recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La familia Myrtaceae abarca numerosas especies Yy subespecies
compuestas generalmente por arbustos o arboles que predominan en los
paises célidos. Esta familia se caracteriza por flores regulares con estambres
numerosos Yy su fruto situado debajo de la flor. La naturaleza del fruto es
muy variable: puede ser carnoso y formar una baya, o bien seco,
generalmente capsular. Comunmente, las hojas nacen en parejas una en
frente a la otra, tienen numerosos y diminutos depdsitos de esencias muy

arométicas (Brunenton, 2001).

La familia Myrtaceae se constituye por 3800 especies en la que se incluye
el género Eucalyptus que, a su vez, abarca aproximadamente 700 especies
originarias de Australia y Tasmania. El crecimiento rapido de esta especie, la
calidad de su madera, la capacidad para desecar terrenos hiumedos y la
presencia de aceites esenciales en sus hojas, han llevado a su introduccién

en climas favorables y en ciertos casos a su comercializacion (Font, 1973).

Eucalyptus cinerea es una subespecie de Eucalipto que presenta pocas
descripciones en la medicina general ya que su uso principal es ornamental.
Sin embargo, existen distintas investigaciones que han demostrado que el
aceite esencial presente en las hojas de esta planta puede ser utilizado en la
industria médica, cosmética y alimenticia. Los aceites esenciales son el

resultado de las mezclas de distintos compuestos quimicos organicos



sintetizados por las plantas. Se trata de sustancias liquidas, aromaticas,
insolubles en agua y discretamente solubles en compuestos organicos
(Mendes, Yae, Seigi, Frensch, Marques y Nakashima; 2011; Contreras,
2010).

Los aceites esenciales de las hojas de Eucalyptus cinerea tienen como
compuesto quimico principal el eucaliptol (1,8-cineol), también estan
presentes en concentraciones menores el limonero; a-pineno, a-terpineol, y
acetato de a-terpineles. Las concentraciones de estos compuestos quimicos
se ven afectadas por diferentes factores como la zona en que la planta ha
sido recolectada, el proceso de secado, la temperatura, el clima, el desarrollo

de la planta, el acceso al agua, entre otros (Mendes y cols, 2011).

Los diferentes compuestos encontrados en el aceite esencial extraido de
las hojas de Eucalyptus cinerea tienen funciones antimicrobianas,

antisépticas y propiedades expectorantes (Mendes y cols, 2011).

En la dltima década ha disminuido la produccién de nuevos antibiéticos de
manera sustancial trayendo como consecuencia la resistencia a estos debido
a la presencia de nuevos mecanismos defensivos presentes en bacterias,
virus, hongos y protozoarios, con la finalidad de evitar la destruccion y muerte
por estas sustancias. La resistencia bacteriana se ha presentado como un
fendmeno creciente dado por diferentes factores tales como; el uso
indiscriminado de la terapia antibacteriana, el empleo de los antibi6ticos en
pacientes inmunosuprimidos, la falta de conocimiento de la poblacion de
estudio sobre la sensibilidad de los gérmenes en relacion al antibacteriano, y
en muchos casos, se evidencia la prescripcion libre de medicamentos. Todos
estos factores se relacionan con el aspecto social y econdémico, con el costo
elevado de los tratamientos y con la dificultad de acceso a los centros de
salud. En consecuencia, esto genera un aumento de la morbilidad y

mortalidad en la poblacion (Sussmann y cols, 2002; Fernandez y cols, 2003).



De acuerdo a lo anteriormente expuesto se genera la siguiente
interrogante: ¢Cual sera la relacion entre la actividad antibacteriana y la
composicion quimica del aceite esencial obtenido de las partes aéreas
(hojas) de Eucalyptus cinerea en bacterias ATCC especificamente las
especies Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, la cual sera determinada
y procesada en el Laboratorio de Actinomicetos y Laboratorio “A” Quimica de
Productos Naturales “Dr. Carl Seelkopf’ del Instituto de Investigacion de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, durante el periodo de febrero de 2018 a
febrero de 2019?

Justificacién e importancia de la investigacion

Desde la antigledad se ha observado un amplio uso de plantas
medicinales por su capacidad curativa ante distintas enfermedades
presentes a lo largo de la historia. Actualmente el uso de estas ha tomado
gran relevancia debido a su efectividad, bajo costo, accesible manipulacion y
por su aporte a industrias farmacéuticas ya que sus compuestos activos

estan presentes en la mayoria de los medicamentos.

Habitualmente la poblacion venezolana hace gran uso de estas plantas
mediante infusiones, ungientos o la inhalacion de los vapores desprendidos
debido a su hervor, a pesar de la falta de conocimiento de los componentes

quimicos organicos y de la extensa utilidad que estos presentan.

Las bacterias son causantes de diversas enfermedades por lo cual se
hace indispensable el uso de antibioticos, en la mayoria de los casos tales
usos no son adecuados ya sea por la falta de conocimiento de la persona, el
uso indiscriminado del medicamento, la libre prescripcion médica, obteniendo
como consecuencia la aparicion de bacterias resistentes a estos

medicamentos.



Por esto es de gran necesidad realizar investigaciones que permitan
descubrir nuevas opciones para atacar dicha problematica, lo cual motiva a
profundizar en el estudio de plantas como Eucalyptus cinerea, analizando los
componentes mayoritarios presentes en el aceite esencial extraido de las
hojas, para la posterior determinacion de la actividad antibacteriana del
mismo.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo general

Confirmar la actividad antibacteriana y la composicion quimica que
presenta el aceite esencial obtenido de las partes aéreas (hojas) de la
especie Eucalyptus cinerea sobre bacterias ATCC Gram-positivas
(Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus) y Gram-negativas

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae).

Objetivos especificos

e Obtener el aceite esencial de las hojas frescas de la especie
Eucalyptus cinerea mediante el método de Hidrodestilacion simple con
trampa de Clevenger.

¢ Identificar y cuantificar los componentes quimicos del aceite esencial
obtenido de las partes aéreas (hojas) de la especie Eucalyptus cinerea
mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas.

e Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea por el método de Difusibn en Agar con discos
(Kirby-Bauer) sobre bacterias ATCC  Gram-positivas Yy

Gram-negativas.



e Determinar la Concentracion inhibitoria minima (CIM) del aceite
esencial obtenido de las partes aéreas (hojas) de la especie
Eucalyptus cinerea, para cada una de las bacterias ATCC en estudio,

a través de una serie de diluciones.
Alcances y Limitaciones de la investigacion

El alcance principal para el desarrollo de esta investigacion es: Confirmar
la actividad antibacteriana del aceite esencial obtenido de las partes aéreas
(hojas) de la especie Eucalyptus cinerea, con la finalidad de generar nuevos
conocimientos que permitan crear posibles antibioticos y asi combatir la

resistencia bacteriana.

Las limitaciones principales para el desarrollo de esta investigacion,
pueden ser generadas por el alto costo y dificil adquisicion de los reactivos e
insumos necesarios para realizar el analisis del aceite esencial de

Eucalyptus cinerea y determinacion de la actividad antibacteriana.

Otro factor importante que puede significar una limitacién en el tiempo de
investigacion pautado, es la posible suspensién de actividades de forma
intermitente que impida el acceso al area de trabajo/investigacién y los
laboratorios que se encuentran en la Facultad de Farmacia y Bioanalisis en
la Universidad de Los Andes que se han asignado/aprobado para llevar a

cabo esta investigacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Kahla, Zouari-Bouassida, Rezgui, Trigui y Tounsi (2017) en su
investigacion Eficacia de Eucalyptus cinerea como fuente de compuestos
bioactivos para el control biol6gico curativo de la agalla de la corona causada
por la cepa B6 de Agrobacterium tumefaciens, realizaron un analisis
fitoquimico del aceite esencial de las hojas de la especie E. cinerea a su vez
determinaron la actividad antibacteriana in vitro del mismo contra

A. tumefaciens.

Esta investigacion tuvo como resultado que el analisis del aceite esencial de
la especie E. cinerea realizado arrojo la identificacion de 32 compuestos que
representan el 98,64 % del aceite. Presentd principalmente monoterpenos
oxigenados e hidrocarburos monoterpenos, sesquiterpenos oxigenados e

hidrocarburos sesquiterpenos.

El aceite esencial presenté como componentes principales el 1,8-cineol
(61%) y canfeno (15,13%) y en menor proporcién a-terpineol, globulol,

a-pineno, trans-pinocarveol.

Sebei, Sakouhi, Herchi, Khouja y Boukhchina (2015) en su estudio
Composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de las
hojas de siete especies de Eucalyptus desarrolladas en Tulnez
(Eucalyptus lehmannii, Eucalyptus leucoxylon, Eucalyptus astringens,

Eucalyptus cinerea, Eucalyptus maidenii, Eucalyptus sideroxylon,



Eucalyptus biscotata) determinaron la composicion quimica y el rendimiento
de los aceites esenciales de las siete especies de Eucalyptus. Investigaron
también, las propiedades antibacterianas de los aceites esenciales contra un
gran panel de microorganismos, incluidos Staphylococcus aureus
(ATCC 6539), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (29212),
Listeria ivanovii (RBL 30), Bacillus cereus (ATCC 11778).

Esta investigacion tuvo como resultado que el rendimiento de los aceites
esenciales oscilo entre el 1,2 % y el 3,0 % (p/p) para las diferentes especies
de Eucalyptus. El mayor rendimiento se obtuvo de E. cinerea y E. sideroxylon
(3,0 %), seqguido de E. lehmannii (2,8 %), mientras que E. astringens, dio el
rendimiento mas bajo con el 1,2 %. De acuerdo con estos resultados,
confirmaron que no existe una relacion entre la region y el rendimiento del
aceite esencial de Eucalyptus. De hecho, las especies de una misma region

muestran diferentes rendimientos (E. sideroxylon, E. astringens y E. cinerea).

Demostraron también, que los rendimientos de los aceites esenciales
variaron segun las especies y las estaciones en las que se recolectaron sus
hojas. Obteniendo altos rendimientos de las hojas recogidas en la temporada
de verano, aunque E. astringens dio rendimientos bastantes constantes

durante el invierno (1,23 % para la primavera y 1,1 % para el invierno).

En cuanto a la composicion quimica de los aceites esenciales extraidos
de las especies de Eucalyptus de la region de Bizerte, demostraron contener
a-pineno, 1,8-cineol, trans-pinocarveol. El 1,8-cineol se obtuvo de E. maidenii
(83,59 %) seguido de E. cinerea (79,18 %) y E. lehmannii (49,07 %), mientras
que E. astringens dio la tasa mas baja (60,01 %). Aunque todas las especies
son de la misma region muestran diferencias en los niveles de algunos

compuestos de aceites esenciales.

Los aceites esenciales extraidos de especies de Eucalyptus del jardin

botanico de la regién de Ain Draham (E. sideroxylon y E. biscotata), tienen el
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mismo nivel de 1,8-cineol y las especies del jardin botanico de la region de
Korbous (E. lehmannii) tienen la tasa mas baja de 1,8-cineol (49,07 %) y el

nivel mas alto de a-pineno (26,35 %).

Con respecto a la actividad antibacteriana, los resultados revelaron que
los aceites esenciales mostraron actividad antibacteriana con una magnitud
variable dependiendo del tamafio de los inéculos. El diametro del halo de
inhibicién de los aceites esenciales de las especies de Eucalipto varié de
10 a 29 mm. El halo de inhibicion mas grande se obtuvo para Bacillus cereus
(E. astringens) y la mas baja para Staphylococcus aureus (E. cinerea).
Los aceites esenciales de E. maidenii, E. astringens, E. cinerea (de la region
de Bizerte), y E. biscotata (de la region de Ain Draham), mostraron la mayor

actividad antibacteriana contra Listeria ivanovii y Bacillus cereus.

Soliman, Fathy, Salama y Saber (2014) en su estudio Composicion
quimica y bioactividad del aceite volati de las hojas y tallos de
Eucalyptus cinerea, definen la composicion quimica del aceite esencial de las
hojas y de los tallos de E. cinerea para identificar su quimiotipo y determinan
la actividad antioxidante in vivo y la actividad antimicrobiana in vitro de los
aceites esenciales estudiados contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis,

Candida albicans y Aspergillus flavus.

Esta investigacion tuvo como resultado, que los aceites volétiles
obtenidos de las hojas y de los tallos de E. cinerea, fueron cualitativamente
similares pero difirieron cuantitativamente. Ambos aceites son ricos en
compuestos oxigenados (93,00 % y 80,90 % en hojas y tallos
respectivamente). El 1,8-cineol fue el principal monoterpeno identificado
(84,55 %y 60,15 % en las hojas y en los tallos respectivamente). El
a-terpineol se detectd en el aceite de tallo (8,55 %) en una concentracion

mayor que la de las hojas (2,14 %).
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También encontraron, acetato de terpinilo en el aceite de los tallos en una
cantidad relativamente mayor (7,70 %) que la del aceite de las hojas (4,9 %).
El globulol fue mayor en el aceite de tallo (1,89 %) que en las hojas (0,22 %).
En contraste, a-citral y B-citral solo se detectaron en el aceite del tallo. Se
detectaron otros compuestos oxigenados en cantidades relativamente
pequefias como geranato de metilo (0,25 % y 0,94 %) y terpinen-4-ol (0,79 %

y 0,87 %) en los aceites de las hojas y tallos, respectivamente.

El porcentaje de hidrocarburos alcanzo el 6,01% de la composicion total
en los aceites de los tallos y el 11,22 % de la composicion total en los aceites
de las hojas. El limoneno se detecté en una cantidad relativamente mayor en

el aceite de hojas juveniles que en los tallos (1,50% y 1,19 %).

Demostraron también, que el aceite de las hojas mostré un mayor efecto
antibacteriano contra los organismos analizados que el de los tallos. El aceite
volatii de las hojas mostr6 wuna actividad pronunciada contra
Streptococcus faecalis, seguido de Pseudomonas aeruginosa Yy
Bacillus subtilis. También mostré una actividad antifGngica moderada contra

Candida albicans y Aspergillus flavus.

En consecuencia, se determind la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
del aceite de las hojas, el cual registré valores bajos 5,2, 5,6, 4 y 4,8 mL/mL
contra E. coli, P. aeruginosa, S. faecalis y Candida albicans respectivamente
y un valor moderado (12,8 mL/mL) contra A. flavus. Estos resultados
evidenciaron que el aceite volati de las hojas posee un potente

antimicrobiano.

Revelaron una actividad antioxidante significativa para ambas muestras;
sin embargo, el aceite volatil de las hojas es mas poderoso que el de los
tallos. Esto se debe posiblemente, a un mayor contenido de 1,8-cineol en el

aceite de las hojas.
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Elaissi, Rouis, Salem, Mabrouk, Salem, Salah, Aouni, Farhat, Chemli,
Harzallah y Larbi (2012) en su estudio Composicion quimica del aceite
esencial de 8 especies de Eucalyptus y la evaluacion de las actividades
antibacterial, antifingica y antiviral, definen la composicién quimica del aceite
esencial de hojas recolectadas y trituradas de Eucalyptus bicostata,
Eucalyptus  cinerea, Eucalyptus  maidenii, Eucalyptus  odorata,
Eucalyptus sideroxylon, Eucalyptus astringens, Eucalyptus lehmannii,
Eucalyptus leucoxylon, revelaron que E. cinerea resultd ser la especie mas
rica en 1,8-cineol (70,4%), mientras que E. odorataresultd ser la especie mas

rica en criptona.

Esta investigacion tuvo como resultado que la actividad de los aceites
esenciales de los Eucaliptos varid significativamente dentro de las especies y
dentro de las cepas, teniendo como resultado que las bacterias
Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa Yy Klebsiella pneumoniae fuesen
las mas resistentes a todos los aceites, mientras que las cepas clinicas
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y todas las cepas de

hongos ensayados fueron mas sensibles a E. odorata.

Ademas, descubrieron que el aceite esencial de E. odorata tuvo mayor
citotoxicidad, y que los aceites esenciales de E. maidenii, E. sideroxylon y
E. cinerea fueron los menos toxicos. El aceite esencial de E. bicostata

demostro tener la mejor actividad antiviral.

Mendes, Yae, Seigi, Frensch, Marques y Nakashima (2011) en su estudio
Aceites esenciales de las diferentes partes de la planta de
Eucalyptus cinerea. F. Muell. ex Benth. (Myrtaceae) como fuente de
1,8-cineol y sus bioactividades, definen la composicion quimica de las

muestras de aceites esenciales de las partes aéreas como hojas, flores y
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frutos de Eucalyptus cinerea, a partir de las partes aéreas recolectadas

durante las cuatro estaciones del ano.

Probaron la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales en estudio, contra bacterias Gram-positivas
(Staphylococcus  aureus y  Streptococcus  pyogenes), bacterias
Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) y levaduras

(Candida albincans).

Esta investigacion tuvo como resultado que Eucalyptus cinerea es una
especie que puede emplearse como una fuente de 1,8-cineol, ya que las
partes aéreas de esta planta (hojas, flores y frutos) revelaron ser ricas en
este compuesto en todas las estaciones del afio, alcanzando un maximo de

concentracion de 85,3 % en el aceite esencial.

Revelaron también, que las muestras de los aceites esenciales obtenidos
tuvieron potencial antimicrobiano contra bacterias Gram-positivas, bacterias
Gram-negativas y levaduras, siendo el microorganismo mas sensible
Streptococcus pyogenes, seguido por Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Candida albicans, mientras que la cepa de Escherichia coli fue
la méas resistente en la seleccion preliminar utilizando el método de difusiéon

en disco.

Lima (2005) en su estudio Andlisis de los rendimientos obtenidos de dos
especies de Eucalipto trabajados en seco a nivel del laboratorio y a nivel de
planta piloto en la extraccién de su aceite esencial, realizaron la extraccion
del aceite esencial de dos especies de eucalipto en seco
(Eucalyptus globulus y Eucalyptus cinerea) analizandolos con el aparato de
extraccion denominado Neoclevenger utilizando el método de arrastre de
vapor directo para determinar la factibilidad de extraccion industrial de dicho
aceite.
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Esta investigacion tuvo como resultado que los aceites esenciales
obtenido de cada una de estas especies determinadas tiene diferencias
fisicas y quimicas, pero lo mas evidente que se pudo detectar es el
porcentaje de rendimiento en relacion a la cantidad de aceite esencial
obtenido en funciéon de la cantidad de materia prima utilizada, ya que el
rendimiento de Eucalyptus cinerea es 4,68 veces mayor al rendimiento de

Eucalyptus globulus.

Pefialoza y Mora (2002) en su investigacién Estudio de la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de 3 especies del género
Eucalyptus (E. globulus, E. robusta y E. cinerea) valoraron la actividad
antimicrobiana de cuatro de los aceites esenciales del género Eucalyptus del
Estado  Mérida: Eucalyptus  globulus, Eucalyptus  robusta vy
Eucalyptus cinerea, sobre 20 cepas de Staphylococcus aureus y 20 cepas de
Klebsiella pneumoniae multiresistentes de origen nosocomial, empleando el

método del agar perforado.

Esta investigacion tuvo como resultado que todos los aceites probados
demostraron excelente actividad inhibitoria frente a los crecimientos
bacterianos de las cepas Gram-positivas (S. aureus), donde el aceite
esencial proveniente de E. cinerea produjo halos de inhibicion de mayor

tamafo en aproximadamente el 70 % de las cepas de S. aureus.

Asimismo, demostraron que solo los aceites de E. globulus y de
E. robusta tuvieron capacidad inhibitoria sobre los crecimientos bacterianos
de las cepas K. pneumoniae, en los que el 60 % de estas cepas inhibidas por

el aceite provino de la especie E. globulus.

Antecedentes Historicos

La utilizacion de las plantas medicinales se remonta a la edad de piedra.

Los hombres de todas las eras han tenido algin conocimiento y mostraron
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interés por ellas. Existen documentos e inscripciones de Babilonia, Egipto,
India, China, Grecia y Roma que hacen referencias sobre las plantas con

propiedades curativas (Acosta, 1993).

Durante el siglo XV el padre de la Medicina Moderna y la
Farmacoquimica, Paracelso, enunci6 su Teoria de las Signaturas,
expresando que “Dios cred las plantas y también proporciond la clave, en su
apariencia y morfologia, para saber cual es la virtud interna por lo cual

podrian aplicarse a determinados males” (Albornoz, 1980).

Los griegos estaban familiarizados con muchas de las drogas que se
conocen aun en la actualidad. Trabajos realizados por, HipGcrates, conocido
como el padre de la medicina moderna; Aristételes; Tefrasto, en su tratado
Historia de las plantas, tuvo gran influencia en el desarrollo de la botanica y
la medicina durante 20 siglos y Dioscoérides, cuya influencia fue abrumadora
hasta el Renacimiento, escribié su tratado de materia médica que contiene
600 especies vegetales y relata todas las sustancias conocidas en su tiempo
(Acosta, 1993).

Bases Teodricas

Descripcion botéanica de la familia Myrtaceae

La familia Myrtaceae se compone de aproximadamente 3800 especies de
las cuales casi 700 son del género Eucalyptus, cuyos tejidos se caracterizan
por la presencia de glandulas secretoras de aceites esenciales. Los aceites
esenciales de la familia Myrtaceae se caracterizan por tener variedad de
utiidades en las areas de perfumeria, agroalimentacion o quimica fina, sus
aceites esenciales le confieren a menudo propiedades antisépticas utilizadas

en la industria del medicamento (Bruneton, 2001).
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Esta familia se compone de arboles o arbustos, raramente sub-arbustos,
frecuentemente ericoideos. Hojas indivisas, de composicion variable,
glanduloso-punteadas, sin estipulas o raras veces con estipulas muy
pequeiias. Sus flores generalmente son regulares y hermafroditas
(Badillo y Schnee, 1972).

Sus sépalos pueden ser libres o unidos en la base, de prefloracion
abierta, imbricada o cerrada. Los pétalos son de 3 a 6, generalmente libres,
imbricados a veces concrescentes en forma de gorro o pétalos ausentes. Los
estambres son numerosos. Las anteras son habitualmente versatiles,
abriendose por dos hendiduras longitudinales o por poros terminales. El
ovario es principalmente infero, de 1-5 6vulos. El fruto en baya o en capsula,
raras veces es drupaceo o nuciforme. Las semillas pueden presentarse sin
albumen o con escaso albumen. ElI embrion es recto o curvo
(Badillo y Schnee, 1972).

Descripcion botanicay geogréfica del género Eucalyptus

El género Eucalyptus originario de Australia, se ha introducido en zonas
subtropicales debido a la calidad de su madera, su facilidad de crecimiento y
secar terrenos. Su tronco, de color gris ceniza, es alto y recto de follaje
siempre verde, pudiendo alcanzar de 50 a 100 cm de altura 'y de 20 a 30 cm
de diametro, sus hojas son biformes en plantas jovenes, son de color verde
glauco, de limbos ovales u oval-oblongos, opuestos, sésiles y recubiertos de
cera. Todas las hojas contienen glandulas ricas en aceite esencial
(Bravo, 2006).

El Eucalyptus fue descubierto por Labillardiere en Tasmania, en 1792.
Durante un tiempo prolongado se le consider6 solamente como una
curiosidad. Fue en 1854, cuando se comenz0 a utilizar la especie con fines

sanitarios, entrando en la terapéutica en 1865 (Gomez, 1977).
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Descripcién botanica de la especie Eucalyptus cinerea

Eucalyptus cinerea, conocido también como Eucalipto Azul o Eucalipto
Plateado, es un arbol que llega a medir hasta 10 m de altura, es aromatico
con fuerte olor a mentol o a limén maduro. Presenta un tallo ramificado casi
desde la base y hojas color glaucoplateado, simples opuestas, sésiles, casi
redondeadas de forma ovadas u obovadas, apice agudo cuando la hoja esta
joven. Las flores son de color blanco-crema, organizadas en grupo de tres,
axilares y su fruto tipo capsula pxidio, pequefios hasta 6 mm de longitud
(Fonnengra y Botero, 2006).

Composicion quimica de la especie Eucalyptus cinerea

Esta planta contiene agua (5-10 %), minerales (5 %) y numerosos
compuestos quimicos, como taninos, triterpenos, flavonoides y cumarinas,
pero sus componentes principales son los aceites esenciales. El componente
mayoritario de dicho aceite es el eucaliptol o 1,8-cineol (70-80 %), que se
encuentra acompafado de monoterpenos (a-pineno), sesquiterpenos
(eudesnol), pequefas cantidades de alcoholes alifaticos, aldehidos y cetonas
(Bravo, 2006).

A continuacion, se definirAn los componentes quimicos encontrados en la

especie:

Taninos: Son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en varios
sectores del reino de las plantas superiores, también conocidos como
polifenoles vegetales, estando presentes en varias familias incluyendo
Myrtaceae. Se distinguen por ser solubles en agua, masa molecular entre
500 y 5000, estructura y caracter polifenélico (12-16 grupos fendlicos y 5-7
anillos arométicos por cada 1000 unidades de masa molecular relativa),

complejaciéon intermolecular (astringente) y se divide en dos grupos
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estructurales principales: proantocianidinas o taninos condensados y taninos
hidrolizables (Isaza, 2007).

Procianidina B-1 Procianidina B-2

Figura 1. Proantocianidinas o taninos condensados. Fuente. Tomado y
modificado de Isaza (2007).
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Figura 2. Taninos hidrolizables o pirogalicos. Fuente. Tomado y modificado
de Isaza (2007).

Los taninos, han sido durante afios los extraibles mejor aprovechados de

la corteza de los arboles, considerada desperdicio. El tipo y el contenido de
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tanino varian por factores diversos como la edad, especie, condiciones del
arbol que se trate, pero principalmente se concentran en la corteza. Aunque
el uso tradicional de los taninos ha sido en la curtiduria, actualmente se ha
desarrollado una gran variedad de usos, como son: la elaboracién de
productos quimicos, como mordiente y fijador en la industria textil, en la
fabricacion de las tinas, en productos farmacéuticos, como agente clarificador
en la elaboracion del vino, se emplea ademas como anti diarreico,
cicatrizante y otras aplicaciones en medicina (Pedraza, Ochoa, Flores y
Rutiaga, 2006).

Terpenos: Son metabolitos secundarios de un gran numero de
organismos y su actividad alelopatica ha hecho que sean una gran fuente de
desarrollo de agroquimicos basados en compuestos naturales
(Garcia, 2014).

Hablando en un sentido amplio, el término terpeno comprende a todos los
compuestos que tienen una relacion estructural con la molécula del isopreno:
el 2-metil-1,3-butadieno puede considerarse el isopreno como la forma
insaturada del isopentano y las estructuras terpénicas, como aquellas
constituidas por dos o mas unidades isoprénicas ligadas en diversas
maneras, con diferentes tipos de cierres de anillos, con diferente grado de
insaturaciones y con distintos grupos funcionales (Albornoz, 1980).

=

Figura 3. Estructura molecular simplificada del isopreno. Fuente. Tomaday
modificada de Albornoz (1980).

20



Triterpenos: Los triterpenoides estan ampliamente distribuidos en el reino
animal y vegetal en forma libre o como ésteres y glicosidos. Los triterpenos
son los terpenos de 30 carbonos. Son por lo general formados por la union
cabeza-cabeza de dos cadenas de 15 carbonos, cada una de ellas formada
por unidades de isopreno unidas cabeza-cola (Marcano y Hasegawa, 2002).

Cumarinas: Las cumarinas conocidas también como benzopironas, son
una familia de compuestos de origen natural y sintético que han suscitado
desde mucho tiempo un gran interés debido a sus posibles aplicaciones
biolégicas. En las plantas se pueden encontrar en general en las raices,

hojas, frutos y flores (Serra, 2012).

Las cumarinas son una gran clase de lactonas constituidas por un anillo
de benceno condensado a un anillo a-pirona y especialmente poseen un
sistema 1-11 conjugado rico en electrones, que posee buenas propiedades de
transporte de carga. Estas se producen de forma natural en plantas y
microorganismos, y se han aislado aproximadamente 1000 derivados de mas
de 800 especies (Matos, 2013).

Figura 4. 2H-1-benzopiran-2-ona (cumarina). Fuente. Tomada y modificada
de Matos (2013).
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Generalidades de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias liquidas que resultan de la mezcla
de una variedad de compuestos quimicos organicos, que son sintetizados
por las plantas. Los compuestos de los aceites esenciales se caracterizan
por ser volatiles, poco densos, no grasos, aromaticos, insolubles en agua y

no son toxicos. (Contreras, 2010).

Los géneros que pueden sintetizar los componentes de los aceites
esenciales son un numero limitado de familias como Myrtaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Poacea, Piperaceae, entre otras. Estos aceites esenciales se
encuentran en las flores, hojas, cortezas, lefios, raices, rizomas, frutos y
semillas; y aungue las plantas provenientes de una misma especie contienen
aceite esencial, varian los componentes debido a su localizacién.
(Bruneton, 2001).

Generalmente la presencia de estructuras histolégicas sobre la superficie
de las plantas, como las células con aceites esenciales de Lauraceae,
glandulas secretoras de Myrtaceae 0 Rutaceae, pelos secretores de
Lamiaceae, tienen que ver con la produccion de los aceites esenciales.
(Bruneton, 2001).

Componentes de los aceites esenciales

Los constituyentes principales de los aceites esenciales pertenecen a dos
grupos de origen biogenéticos, el grupo de los terpenoides y el grupo de los
compuestos aromaticos que provienen del fenilpropano.

a) Terpenoides: Aquellos que tengan una masa molecular baja como los

monoterpenos Yy los sesquiterpenos son los que se encuentran en los

aceites esenciales.
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Figura 5. Terpenos presentes en el aceite esencial de la especie

Eucalyptus cinerea. Fuente. Tomado y modificado de Bruneton (2001).

o Monoterpenos: Mayormente se encuentran hidrocarburos,
pueden ser aciclicos, monociclicos o0 biciclicos. Los
monoterpenos estan compuestos por numerosas moléculas
funcionales:

e Alcoholes: aciclicos, monociclicos y biciclicos.
¢ Aldehidos: aciclicos.
e Cetonas: aciclicos, monociclicos y biciclicos.

e FEteres: dill éter, éteres ciclicos, tetrahidrofuranicos o di y
tetrahidropiranicos.

e Peroxidos.
e Fenoles.

o Sesquiterpenos: las variaciones estructurales son las mismas
gque en los monoterpenos, presentando los hidrocarburos,

alcoholes y cetonas como los mas frecuentes.
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Figura 6. Monoterpenos presentes en el aceite esencial de la especie

Eucalyptus cinerea. Fuente. Tomado y modificado de Bruneton (2001).

b) Compuestos aromaticos: estos compuestos provenientes del
fenilpropano (C3-C6) se encuentran con menor frecuencia al
compararlos con los terpenoides. Consta de alil- y propenilfenoles y
aldehidos.

c) Compuestos procedentes de la degradacion de acidos grasos: es el
resultado de la transformacion de las moléculas no volatiles,
contribuyendo a los aromas de los frutos y hojas por lo cual los aceites
esenciales la contienen de ser arrastrados por aceites esenciales
(Bruneton, 2001).

Componente mayoritario del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea (1,8-cineol)

El principal componente de dicho aceite esencial es el 1,8-cineol, un
monoterpenoide con estructura de éter biciclico incoloro e inmiscible en

agua. Sin embargo, es soluble en etanol y en cloroformo. Su punto de
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ebullicion es de 176,5 °C y su punto de Flash es de 49 °C. En cuanto a sus
propiedades organolépticas, tiene un suave olor a alcanfor y es téxico por

ingestion a dosis elevada (Garcia, 2014).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del 1,8-cineol.

Formula molecular C10H180

Masa molar 154,249 g/mol
Densidad 0,9225 g/cm®
Punto de fusion 15°C

Punto de ebullicion 176,5°C

Fuente. Elaboracién propia. Luisi y Quintero (2019).

El 1,8-cineol al igual que un gran numero de monoterpenoides tiene su
efecto fitotoxico derivado de una interaccion alelopatica negativa, es decir la
liberacién por parte de un organismo de componentes bioquimicos capaces
de influir en el crecimiento o la supervivencia de otros organismos
(Garcia, 2014).

Figura 7. Estructura quimica del 1,8-cineol. Fuente. Tomado y modificado de
Garcia (2014).

Obtencidén de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se obtienen por los siguientes métodos:
hidrodestilacion o destilacion con agua, destilacion con agua-vapor,

destilacibn con arrastre de vapor, extraccion con solventes volatiles,
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hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas, por expresion de los

epicarpios de Citrus, método de prensado, método de enflorado o enfleurage

y extraccion con fluidos super criticos (Rodriguez, 2012).

a)

b)

d)

Hidrodestilacion o Destilacién con agua: es un método de extraccion
gue consiste en sumergir el material vegetal en agua, llevar a estado
de ebullicién el agua, la cual penetra en la planta, disolviendo el aceite
esencial presente en las estructuras que lo contienen; los vapores
desprendidos se condensan en una superficie fria y el aceite esencial
se separa y es recolectado.

Destilacion con agua-vapor: es un meétodo en el cual el material
vegetal, se coloca sobre una malla que no permite el contacto directo
con el agua. El agua es llevada a ebullicion, y el vapor generado pasa
a través de la planta evitando que el material vegetal se queme y
llevando a cabo la extraccion de la esencia.

Destilacion por arrastre de vapor: permite obtener aceites esenciales
con buenos rendimientos, siendo este método la destilacion de la
mezcla de dos liquidos inmiscibles a través de la vaporizacion a
temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada componente volatil,
por efecto de una corriente directa de vapor de agua.

Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas: consiste en
sumergir el material vegetal en agua en un equipo de destilacién tipo
Clevenger. Se lleva el agua a ebullicion, produciendo vapor que
penetra el material vegetal permitiendo la evaporacion del aceite
esencial, posteriormente se condensa y se colecta (Contreras, 2010).
Expresion de los epicarpios de Citrus: consiste en ejercer bajo una
corriente de agua sobre la superficie del fruto, se eliminan los
desechos sodlidos y el aceite esencial es separado de la fase acuosa

obtenida por centrifugacion.
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f) Método de prensado: el material vegetal es exprimido mecanicamente,
para la obtencion del aceite, procediendo a recolectarlo y filtrarlo.

g) Extraccion con solventes volatiles: en este método el material vegetal
luego de ser secado y molido es puesto en contacto con solventes
como cloroformo o alcohol, los cuales solubilizan el aceite esencial,
pero a su vez extraen otras sustancias como grasas, obteniéndose
una esencia impura.

h) Método de enflorado o enfleurage: consiste en poner en contacto con
una grasa al material vegetal. La esencia se solubiliza en la grasa la
cual actia como vehiculo extractor, obteniéndose el aceite esencial y
grasa, siendo posteriormente separada por otros medios
fisicoquimicos.

i) Extraccion con fluidos super criticos: el material vegetal es cortado en
trozos, licuado o molido, se envuelve en una cédmara de acero
inoxidable y se hace circular a través de la muestra, un fluido super
citrico como el CO;, el cual actia como solvente extractor y es
eliminado por descompresion progresiva, obteniendo una esencia
cuyo grado de pureza dependera de la condiciones de la extraccion
(Rodriguez, 2012).

Métodos de separacién e identificacion de los componentes de los

aceites esenciales

Entre los métodos que permiten separar e identificar los componentes

presentes en los aceites esenciales se encuentran:
a) La cromatografia de gases

Es una técnica que permite separar e identificar los componentes de una
muestra. Siendo uno de los métodos de analisis mas eficaces, debido a que

permite la separacion de cantidades minimas (Reyes 2010).
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La muestra en la cromatografia de gases se inyecta en la fase mévil, la
cual es un gas inerte y pasan a través de la fase estacionaria que se
encuentra fijada en una columna. La columna se encuentra dentro de un
horno a una temperatura dada. Cada soluto presente en la muestra tiene
diferente afinidad hacia la fase estacionaria, lo cual permite su separacion ya
que los componentes fuertemente retenidos por esta fase se movilizaran
lentamente en la fase movil, mientras que los débilmente retenidos lo haran

rapidamente (Gutiérrez y Droguet, 2002).
b) La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas:

Es una técnica de separacibn de mezclas muy complejas. La
espectrometria de masas puede identificar cualquier sustancia pura. La
utilizacion de este método trata de dos técnicas que trabajan en fase
gaseosa Yy necesitan pequefias cantidades de muestras. La muestra
inyectada en el cromatdgrafo de gases es separada en la columna
cromatografica obteniendo una elucion de los componentes individuales que
pasan al espectrometro de masa donde cada componente se registra en
forma de pico cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro

de masas (Gutiérrez y Droguet, 2002).
indice de Kovats

Son indices de retencion cromatograficas, que se basan en la medicién
de tiempos de retencidn relativos con respecto a los de una serie homodloga
de n-parafinas, corridas bajo las mismas retenciones cromatograficas

experimentales que las de la muestra (Martinez y Stashenko, 2010).
Importancia de los aceites esenciales

La utilizacion de medicamentos y la resistencia presentada por algunos
microorganismos patdgenos, ha llevado a la busqueda de plantas

medicinales y productos derivados como una opcion de tratamiento y
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prevencion de los principales males que aquejan a la poblacién
(Gutiérrez, 2010).

En esta busqueda ha tomado gran relevancia las plantas arométicas y en
especial sus aceites esenciales, los cuales debido a la presencia de
principios activos han demostrado tener variedades de aplicaciones, siendo

la mas relevante su actividad terapéutica (Gutiérrez, 2010).

Los aceites esenciales actualmente son utilizados ampliamente como
insumos o materias primas en la industria cosmética, de perfumes, de aseo y
limpieza, de plasticos, de pinturas, entre otras, dandole la fragancia a los
diferentes productos. En las industrias de alimentos, licores, medicamentos,
tabacos y cigarrillos, aportan aromas y sabores, en la industria de biocidas,
disolventes y petroquimica, contribuyen con diferentes actividades quimicas
(Torres, 2011).

Propiedades farmacolégicas de los aceites esenciales

a) Poder antiséptico: se manifiesta frente a diversas bacterias patdégenas,
incluso a cepas habitualmente resistentes a los antibidticos. Entre los
aceites esenciales antisépticos se encuentran el de la canela, tomillo,
clavo, lavanda o eucalipto (Bruneton, 2001).

b) Propiedades espasmoliticas y sedantes: grandes cantidades de
drogas junto a aceites esenciales son eficaces para disminuir o
suprimir los espasmos gastrointestinales, como también estimulan en
otros casos la secrecion gastrica, mejora de insomnios y trastornos
psicosomaticos (Bruneton, 2001).

C) Propiedades irritantes: productos como la esencia de trementina
utilizados por via atopica aumentan la microcirculacion, en algunos
casos ligera accion anestésica local. Por lo cual actualmente existen

pomadas, cremas o geles a base de aceites esenciales. Administrados
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por via interna, los aceites esenciales desencadenan fenémenos de

irritacion a diferentes niveles (Bruneton, 2001).

Propiedades medicinales de la especie Eucalyptus cinerea

Las hojas de Eucalipto tienen propiedades expectorantes y antisépticas
respiratorias, debido a los aceites esenciales y a su principio activo,
eucaliptol. Recientemente, también se le atribuye una accion
hipoglucemiante. Se utilizan las hojas en forma de infusién e inhalacién para
tratar afecciones del aparato respiratorio, esta infusion presenta ademas, una
accion astringente, por la presencia de taninos, sobre todo para la mucosa
inflamada (Bravo, 2006).

El aceite esencial se utiliza en forma de inhalaciones y gotas nasales en
refriados, bronquitis y en general en problemas respiratorios, tanto en uso
externo e interno, solo o asociado a otros farmacos como antibidticos y

analgésicos (Bravo, 2006).
Generalidades de las bacterias

Las bacterias son estructuras unicelulares generalmente menores a
5 mm, que se reproducen por medio de un proceso asexual denominado
fision binaria que se encuentran constituidos por una serie de componentes,
los cuales forman el exterior e interior de este microorganismo procarionte

(Lucana y Huanca, 2014).

Presentan una especie de envoltura que las rodea exteriormente con una
disposicion de adentro hacia fuera, comenzando con la membrana
citoplasmatica, pared celular y una sustancia extracelular llamada glicocalix.
A su vez, el interior de la bacteria presenta el citoplasma, los ribosomas vy el
ADN cromosémico, estructuras que son elementos permanentes e

indispensables para la vida de la bacteria (Lucana y Huanca, 2014).
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Existen otros componentes llamados elementos facultativos o estructuras
variables que difieren en los diferentes microorganismos, ya que pueden 0 no
estar presentes, se encuentran flagelos, fimbrias o pilis que son
denominados apéndices de las bacterias, asi como la céapsula, las
endoesporas Y las inclusiones citoplasmaticas (Lucana y Huanca, 2014).

La clasificacion bacteriana puede ser favorecida por la aplicacion de un
procedimiento denominado tincion Gram que utiliza como colorantes

principales la violeta genciana y la safranina (Lucana y Huanca, 2014).

Por medio de esta técnica se realiza la division laboratorial de las
bacterias en dos grandes grupos de acuerdo a la capacidad de tinciébn que
presentan, se encuentran bacterias Gram-positivas, poseen multiples capas
de peptidoglucanos que se encuentran formando su pared celular
permitiendo de esta manera que al finalizar el procedimiento de tincion se
tinan de color violeta, y las Gram-negativas que solo presentan una capa
fina de peptidoglucano, tiiéndose de color rosado (Lucana y Huanca, 2014).
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Figura 8. Pared celular de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Fuente. Tomado y modificado de Murray, P; Rosenthal, K. y Pfaller, M
(2009).
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Caracteristicas generales de las bacterias a utilizar en el presente

estudio

Bacterias Gram-positivas

Existe gran variedad de bacterias Gram-positivas, de la cuales solo se
trabajaran con dos especies: Enterococcus faecalis y

Staphylococcus aereus.

Enterococcus faecalis

El género Enterococcus estd compuesto por 33 especies, las mas
frecuentes son Enterococcus faecalis y Enterococcus faecilum
pues  causan, entre  ambos, aproximadamente el 90 %

de los aislamientos clinicos (Diaz, Rodriguez y Zhurbenko, 2010).

Enterococcus faecalis, son bacterias Gram-positivas, de forma esféricas u
ovoides, COCos, no formadores de esporas, se
presentan en pares 0 en cadenas cortas, no motiles,
anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo.
Habitan en el interior del tracto gastrointestinal de una variedad de
organismo incluyendo al hombre, aunque pueden encontrarse en el tracto

genitourinario y en la saliva (Diaz y cols, 2010).

Han sido identificados como patdgenos oportunistas
para los humanos, pudiendo causar una gran variedad de enfermedades
infecciosas, pueden adaptarse a vivir en los ambientes mas
hostiles, incluso en presencia de niveles letales de sales biliares y

detergentes (Diaz y cols 2010).
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Figura 9. Bacteria Gram-positiva Enterococcus faecalis. Fuente. Tomado y
modificado de Murray, P; Rosenthal, K. y Pfaller, M (2009).

Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus perteneciente a la familia Micrococcacea
comprende aproximadamente 32 especies y 15 subespecies; las especies de
mayor relevancia médica son Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aprophyticus. Son bacterias
en forma de grano que se agrupan en racimos, estan dentro de los
microorganismos Gram-positivos, no forman esporas, pilis ni flagelos,
algunas cepas pueden formar capsulas en condiciones especiales, pueden
ser aerobios y anaerobios (Romero, 2007).

Desde el punto de vista de la medicina, Staphylococcus aureus es la
bacteria mas importante del género, que a diferencia de las otras especies,
produce coagulasa, mientras que las otras son coagulasas negativas. La
coagulasa es una proteina capaz de coagular al plasma citrato u oxalato, con

factores presentes en el suero (Romero, 2007).

La importancia de estas bacterias radica en que es un agente que causa

numerosas infecciones en el hombre. Pueden producir procesos
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inflamatorios supurativos en casi cualquier tejido. Ademas, son causante de
toxinas que provocan cuadros clinicos de muy diversas manifestaciones y
desarrollar resistencia a wuna gran variedad de antimicrobianos

(Romero, 2007).
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Figura 10. Bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus. Fuente. Tomado
y modificado de Murray, P; Rosenthal, K. y Pfaller, M (2009).

P

Bacterias Gram-negativas

Existe gran variedad de bacterias Gram-negativas, de las cuales solo se
trabajaran con tres especies: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y

Klebsiella pneumoniae.

Escherichia coli

El género Escherichia esta formado por las especies: Escherichia coli y
Escherichia hermanii. La Escherichia coli es la bacteria que se encuentra
frecuentemente en las materias fecales del hombre y de muchas especies
animales. Su nicho ecoldgico natural es en el intestino delgado y grueso,
forma parte de la flora nativa intestinal y se encuentra en la calidad de

soprobio sin causar dafio (Romero, 2007).
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Muchas cepas de E. coli producen sustancias que son Utiles al
hospedero, como son las colicinas, que tienen efecto inhibitorios sobre otras
cepas potencialmente patégenos, por lo que la colonizacién del intestino es

benéfica para el hospedero (Romero, 2007).

Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo, con una sola cadena espiral
de ADN, movil, aerobio facultativo, con flagelos peritricos. La mayoria forma
fimbrias y pilis, muchas cepas producen una microcapsula, y muy pocas
elaboran macrocapsulas, y no fabrican esporas. Tienen informacion genética
en los plasmidos, que son responsables de las toxinas y la resistencia a los

antimicrobianos (Romero, 2007).

Figura 11. Bacteria Gram-negativa Escherichia coli. Fuente. Tomada y
modificada de Brooks, G; Carroll, K; Butel, J; Morse, S. y Mietzner, T (2011).

Pseudomonas aeruginosa

El género Pseudomonas perteneciente a la familia Pseudomonadaceae,
esta conformado por una gran variedad de especies que habitan en el suelo
y en las aguas estancadas, y forman parte de la flora nativa del intestino de
varias especies animales. Son de vida libre y se encuentran en el material

organico en descomposicion, donde tienen importante papel en su
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degradacion. El patébgeno de mayor importancia médica es
Pseudomonas aeruginosa, que se da en infecciones nosocomiales y en
pacientes inmunosuprimidos, presentando una elevada mortalidad
(Romero, 2007).

Pseudomonas aeruginosa son bacilos Gram-negativos, aerobios
facultativos, méviles con un flagelo polar o un mechén formado por dos o tres
flagelos. Posee fimbrias y pilis. En algunos casos forman una delgada
microcapsula compuesta por polisacaridos, no forman esporas, y como

caracteristica relevante, no fermentan los azucares (Romero, 2007).

Figura 12. Bacteria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. Fuente.
Tomada y modificada de Brooks, G; Carroll, K; Butel, J; Morse, S. y
Mietzner, T (2011).

Klebsiella pneumoniae

El género Klebsiella pertenece a la familia Enterobacterias, las especies
mas frecuentes que producen enfermedades en el hombre son
Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytocalas, las cuales colonizan el tracto
gastrointestinal y son responsables de infecciones en vias urinarias,

respiratoria y sindrome de sepsis. La mayoria de estas infecciones son
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nosocomiales y generalmente se observan en pacientes debilitados con

enfermedades cronicas (Gali, 2010).

Klebsiella pneumoniae esta compuesta por bacilos no flagelados,
inmoviles, poseen una gran capsula, solo tienen antigenos O y K. Los
factores de patogenicidad son la capsula, que es un factor antifagocitario y la

endotoxina de la pared, que es un lipopolisacarido (Romero, 2007).
Generalidades de los antibioticos

Los antibiéticos son un gran grupo de sustancias quimicas producidas por
varias especies de  microorganismos, tales como  bacterias,
hongos y actinomicetos, que suprimen el crecimiento
de otros microorganismos y originan su destruccion
(Sanchez, 2004).

En la actualidad, el uso del término antibiético se ha ampliado, para incluir
compuestos sintéticos como las sulfonamidas y las
quinolonas, que presentan también actividad antimicrobiana. Nuevos
antibiéticos se han empleado y producido debido al incremento de
infecciones por bacterias Gram-positivas, aumento de la resistencia
bacteriana, cambios en la patogenicidad de algunos microorganismos,
comodidad de la posologia, mejor tolerancia y menos efectos

secundarios (Sanchez, 2004).

Desde su aparicion, los antibiéticos han sido una importante arma para el
tratamiento  de muchas  dolencias infecciosas, algunas  de
la cuales causaban y causan gran mortalidad, su uso permitié disminuir en
forma importante y notable la morbilidad y mortalidad de algunos
de estos males, por ello se pensé en forma equivocada que

muchas de estas dolencias iban a desaparecer (Margifia, 2006).
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Clasificacion de los antibidticos

Actualmente se dispone de una amplia gama de agentes antimicrobianos

sistémicos, se clasifican en los siguientes grupos:

1. Segun la accion del antibiético sobre la bacteria:

a) Bacteriostéaticos: inhiben la multiplicacion bacteriana.

Anfenicoles.
Lincosaminas.
Macrdlidos.
Sulfamidas.

Tetraciclinas.

b) Bactericidas: poseen propiedad de destruir la bacteria.

Betalactamicos.
Aminoglucésidos.
Glicopéptidos.
Quinolonas.

Rifampicinas.

2. Segun el mecanismo de accién sobre la bacteria:

a) Antibiéticos que inhiben la sintesis de la pared afectando la

formacion del polimero peptidoglicano que conforma la estructura

de la pared bacteriana:

Penicilinas.
Monobactamicos.
Carbapenem.
Cefalosporinas.
Vancomicina.
Fosfomicina.
Bacitracina.

Teicoplamina.
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b)

d)

e)

a)

Antibiéticos que ejercen su accion a través de la membrana
celular y afectan su permeabilidad:
e Polimixinas.
e Colistinas.
e Anfotericina B.
Antibiéticos que inhiben la sintesis de las proteinas a nivel
ribosomal:
e Los que actian sobre la subunidad 30S: aminoglucésidos,
aminociclitoides y tetraciclinas.
e Los que actuan sobre la subunidad 50S: macrolidos,
lincosamidas y anfenicoles.
Antibioticos que inhiben la sintesis de los acidos nucleicos:
¢ Quinolonas.
e Rifampicinas.
Antibioticos antimetabdlicos: antagonizan los pasos metabdlicos
en la sintesis del acido fdlico.

Trimetropina.

3. Sulfosamidas.

4. Segun su estructura quimica:

Betalactamicos:

¢ Penicilinas.

e Cefalosporinas.
e Monobactamicos.
Carbapenemos.
Aminoglucésidos.
Macrdélidos.
Tetraciclinas.
Licosaminas.

Quinolonas.
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h) Sulfonamidas.

i) Rifamicinas.

j) Cloranfenicoles.

k) Antibidticos peptidos.

l) Otros: metronidazol, acido fosidico y nitrofuranos.

Las penicilinas constituyen un amplio grupo de antibiéticos usados en la
terapéutica. El mecanismo de accion de las penicilinas es por inhibicion de la
biosintesis de mucopéptidos de la pared celular, siendo mas efectiva durante
la multiplicacion activa de la bacteria, teniendo efecto bactericida a dosis
adecuadas (Sanchez, 2004).

Consecuencias del uso incorrecto de los antibiéticos

Una mala indicacion del antibiotico, o un mal cumplimiento de la

prescripcién, puede provocar:

1) Fracaso terapéutico.

2) Desarrollo de resistencia bacteriana.

3) Enmascaramiento de procesos infecciosos.

4) Cronificacion: la falta de erradicacion de un numero suficiente de
bacterias dara lugar a la persistencia de algunas que mantienen su
grado de patogenicidad sin ocasionar manifestaciones agudas.

5) Recidiva: las cepas supervivientes, sean resistentes o sensibles,
inician una nueva proliferacion que provocara una recaida o una
reinfeccion.

6) Efectos adversos debido a la accion del medicamento. La toxicidad de
algunos antibioticos es potencialmente grave y su aparicion es

inaceptable si el paciente no necesita el farmaco.

El manejo de los antibidticos no debe ser tomado a la ligera, el médico y

el personal de salud deben estar en constante actualizacion, a fin de evitar
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problemas de resistencia, reacciones adversas a los medicamentos para
permitir un debido control de patologias que afectan al ser humano
(Marguifia, 2006).

Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es el mecanismo mediante el cual la bacteria
puede disminuir la accién de los agentes antibacterianos. Desde el punto de
vista clinico, se considera que una bacteria es sensible a un antibacteriano
cuando, la concentracion de este en el lugar de la infeccién es al menos
cuatro veces superior a la concentracion inhibitoria  minima

(Fernandez, Lo6pez, Ponce y Machado, 2003).
Tipos de resistencia bacteriana
1) Natural o intrinseca:

Es una propiedad especifica de las bacterias y su aparicion es anterior al
uso de antibiéticos, los microorganismos que producen antibiéticos son por
definicion resistentes. En la resistencia natural todas las bacterias de la
misma especie son resistentes a algunas familias de antibidticos y eso les
permite tener ventaja competitiva con respecto a otras cepas Yy pueden

sobrevivir en caso que se emplee ese antibiético (Fernandez y cols, 2003).
2) Adquirida:

La resistencia adquirida en una bacteria se produce a través de
mutaciones y por la transmision de material genético extracromosomico
procedente de otras bacterias. La resistencia puede ser transmitida de forma
vertical, de generaciéon en generaciéon o de forma horizontal a través de
plasmidos u otro material genético movible, como intrones y tramposones
permitiendo la transmision no solo a otras generaciones, sino también a otras

especies de bacterias. De esta forma puede adquirir la resistencia a uno o a
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varios antibigticos sin necesidad de haber estado en contacto con esto

(Fernandez y cols, 2003).
Actividad antibacteriana

La capacidad de un agente antibacteriano de inhibir o eliminar un
microorganismo infectante es denominada actividad antibacteriana, para que
este efecto se cumpla deben seguirse varios pasos importantes. Primero, el
agente debe hallarse en forma activa. Segundo, el antibiético debe poder
alcanzar niveles o concentraciones suficientes en el sitio de la infeccion para
que tenga la oportunidad de ejercer su efecto antibacteriano
(Forbes, Sahm, y Weisssfeld, 2004).

Los pasos restantes de la accién antibacteriana se relacionan con las
interacciones directas entre el agente antibacteriano y la célula bacteriana.
Los diferentes agentes antibacterianos poseen una especificidad muy precisa
en la célula bacteriana, esto es, su mecanismo de accion
(Forbes y cols, 2004).

Métodos que miden la actividad antibacteriana
1. Dilucién en caldo:

La prueba por dilucién en caldo, consiste en atacar la bacteria de interés
con agentes antibacterianos en un medio liquido. Cada agente antibacteriano
se prueba en un rango de concentraciones que habitualmente se expresa en
microgramos de farmaco activo/mL de caldo. ElI rango tipico de
concentraciones probado para cada antibidtico es una serie de diluciones al
medio; la menor concentracién de antibacteriano que inhibe por completo, el
desarrollo bacteriano visible se registra como concentracion inhibitoria
minima (CIM) (Fordes y cols, 2004).
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La prueba se divide en dos categorias: microdilucion y macrodilucién, en
ambas pruebas el principio es el mismo, la diferencia es el volumen de caldo,
en la microdilucion utilizamos de 0,05 a 0,1 mL y en la macrodilucién los

volumenes de caldo habituales son de 1,0 mL o méas (Fordes y cols, 2004).

La mayoria de las bacterias sometidas a pruebas de sensibilidad
requieren el uso de varios antibidticos a varias concentraciones diferentes,
por lo cual se hace conveniente utilizar la microdilucién, ya que utiliza una
sola placa de microtitulacién, mientras que, la macro dilucién requiere el uso
de varios tubos de ensayo, haciendo el proceso mas engorroso y laborioso,
sobretodo porque la mayoria de los laboratorios debe tomar varios

aislamientos por dias (Fordes y cols, 2004).
2. Dilucion en agar:

Es un método de prueba convencional donde las concentraciones de
antibacterianos y las bacterias a probar se redanen en un medio sélido. Cada
dilucion al medio de un agente antibacteriano se incorpora a una placa
separada de agar, por lo que, probar una serie de seis diluciones de un
farmaco requiere el uso de seis placas, mas una placa de control de
desarrollo positivo sin antibiético. Con este método se prueban uno o mas

aislamientos bacterianos por placa (Fordes y cols, 2004).

Después del inoculado las placas se examinan en busca de desarrollo y la
CMIl es la concentracion mas baja de un agente antibacteriano presente en el

agar que inhibe por completo el desarrollo (Fordes y cols, 2004).
3. Difusion con discos:

Antes de la aparicion de los métodos de microdilucion se necesitaba de
un método practico y conveniente para tratar cepas bacterianas. Debido a
dicha necesidad Bauer, Kirby, Sherris y Turck, en 1966 desarrollaron la
prueba de difusion en disco, basada en el uso de pequefios discos de papel
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de filtro impregnados de antibiéticos con la CMI para muchas cepas
bacterianas que se colocan en las placas que contienen el aislamiento

bacteriano (Fordes y cols, 2004).

El agente actia difundiéndose y establece un gradiente de concentracion
alrededor del disco de papel donde la concentracibn mas alta es la mas
cercana al disco. El halo que se forma alrededor del disco se mide en
milimetros estos variaran de tamafio y se correlacionaran con la CMI
obtenidas por dilucién en caldo o en agar realizandose un analisis de
regresion, donde se plasma en una grafica el tamafio del halo en milimetros
contra la CMI. A medida que aumenta las cepas bacterianas resistentes el

tamano correspondiente a los halos disminuyen (Fordes y cols, 2004).
Definicion de Términos Basicos
Concentracién Inhibitoria Minima

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) se define como la minima
concentracion de antimicrobiano (en pg/dL) que inhibe el crecimiento visible
de un microorganismo después de 24 horas de incubacion a 37 °C. Esta se
ha establecido como “gold Standard” frente a otros métodos que evaltan
susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales,
da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es

indeterminado (Horna, Silva, Vicente, y Tamariz, 2005).
Bacterias ATCC (American Type Culture Collection)

Microorganismos certificados para el control de calidad en microbiologia.
Es un material bioldgico de referencia certificado. La coleccion certifica que
se suministra una determinada cepa, que es un cultivo puro, y que se han
observado las convenientes pruebas morfolégicas, bioquimicas vy
moleculares correspondientes. Existen tres tipos de cepas ATCC: cepas de
referencia, cepas de reserva y cepas de trabajo (Montoya, 2011).
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Operacionalizacion de las Variables

A continuacion, se establece la operacionalizacion de la variable
dependiente (tabla 2) e independiente (tabla 3):

Tabla 2. Operacionalizacién de la variable dependiente.

Variable Tipo de variable Definicién conceptual
Es la capacidad de un
Actividad antibacteriana Dependiente agente antibacteriano
del aceite esencial de Discreta de inhibir o eliminar un
Eucalyptus cinerea. Cuantitativa. microorganismo
infectante  (Forbes, vy
cols, 2004).

Definicion operacional Dimensiones Indicador

Resistente. Presencia de halo de
Método de Kirby-Bauer. Sensible. inhibicion (mm).
Técnica de difusibn en Frente a las cepas de:
disco. S. aureus, E. faecalis,

E. coli, P. aeruginosa y
K. pneumoniae.

Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

Tabla 3. Operacionalizacion de la variable independiente.

Variable Tipo de variable Definicién conceptual
Son sustancias liquidas
Composicibn  quimica Independiente. resultado de la mezcla
del aceite esencial de variedad de
de las partes compuestos  quimicos
aéreas (hojas) de organicos sintetizados
Eucalyptus cinerea. por las plantas
(Contreras, 2010).
Definicion operacional Dimensiones Indicador
Cantidad. Determinacion del
Hidrodestilacion simple Presencia. nombre de los
utilizando trampa de De las moléculas compuestos quimicos
Clevenger. guimicas de los organicos del aceite
Cromatografia de componentes esencial, el tiempo de
Gases acoplada a organicos. retencion, el porcentaje,
Espectrometria de indice de Kovats
masas. calculado y tabulado.

Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Hipodtesis

Estudios anteriores han demostrado que la familia Myrtaceae tiene
actividad antibacteriana sobre diversos microorganismos, por esto es de
pensar que el aceite esencial de las partes aéreas (hojas) de la especie
Eucalyptus cinerea recolectada en la Escuela Bolivariana “Juan Ruiz
Fajardo” ubicada en la Parroquia Domingo Pefia, Municipio Libertador del
Estado Mérida-Venezuela, presente actividad frente a las cepas ATCC
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae.
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CAPITULO llI
MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Es una investigacion de tipo confirmatoria, ya que el propdsito de la
misma es verificar la hip6tesis derivada de la investigacion. Se pretende
indagar la posible relacion entre los eventos de estudio a través de las

variables.

Disefio de Investigacion

Es una investigacion que presenta un disefio mixto: es tanto una
investigacién de campo como de laboratorio, ya que el material vegetal para
la obtencién del aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea, fue
recolectado en la Parroquia Domingo Pefia del Estado Mérida-Venezuela y
se procesé en el Laboratorio A Quimica de Productos Naturales “Dr. Carl
Seelkopf” del Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis.

Respecto al cuando y a la amplitud, es contemporanea, longitudinal y

bivariable respectivamente.
Poblacion y Muestra
Unidad de investigaciéon

La unidad de investigacion de este estudio estuvo representada por las

partes aéreas (hojas) de la especie Eucalyptus cinerea procedente de la
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Escuela Bolivariana “Juan Ruiz Fajardo” en la Parroquia Domingo Pefa del
Estado Mérida.

Figura 13. Partes aéreas (hojas) de Eucalyptus cinerea. Fuente. Elaboracion

propia. Luisi y Quintero (2019).
Seleccion del tamafio muestral

La muestra de este estudio fue seleccionada a conveniencia segun la
capacidad de almacenaje, pre-tratamientos y conservacion del material foliar
del Laboratorio A Quimica de Productos Naturales “Dr. Carl Seelkopf’ y
Laboratorio de Actynomicetos del Instituto de Investigacion de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes (ULA).

Variables

e Variable independiente: Composicién quimica del aceite esencial
obtenido de las partes aéreas (hojas) de la especie
Eucalyptus cinerea.
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e Variable dependiente: Actividad antibacteriana del aceite esencial de
Eucalyptus cinerea frente a Dbacterias Gram-positivas vy

Gram-negativas.
Procedimientos o Metodologias de la investigacion
Recoleccion de la Muestra

Las muestras de la planta Eucalyptus cinerea, fueron recolectadas el dia
3 de Febrero de 2018, en la Escuela Bolivariana “Juan Ruiz Fajardo” ubicada
en la Parroquia Domingo Pefia, Municipio Libertador del Estado
Mérida-Venezuela, tomandose aproximadamente 200 gramos de la misma,
posteriormente se almacenaron a temperatura ambiente, en un contenedor
plastico para su préximo pre-tratamiento y obtencion del aceite esencial en el
Laboratorio A Quimica de Productos Naturales “Dr. Carl Seelkopf’ del
Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes (ULA), bajo la asesoria de la Dra. Rosa Aparicio y
el TSU Emilio Salazar. El material botanico fue identificado por el Ingeniero
Forestal Juan Carmona adscrito a la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
Universidad de Los Andes (ULA).

Figura 14. Recoleccién de la muestra de Eucalyptus cinerea. Fuente.

Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Obtencién del aceite esencial mediante Hidrodestilacién simple

utilizando trampa de Clevenger

Para obtener el aceite esencial de la planta en estudio, se recolectaron las
hojas del material vegetal fresco, se pesaron 43,80 g y se trituraron
manualmente para liberar el aceite dentro de las hojas.

Una vez preparado el material vegetal, se coloc6 en un balon de
extraccion de 5 litros de capacidad, ocupando 43,80 g de hojas y 2 litros de
agua. Luego se realiz6 el proceso de Hidrodestilacién simple empleando la
trampa de Clevenger. La temperatura se mantuvo a 80 °C durante 2 h. Al
culminar el proceso de extraccion, se obtuvo 2,5 mL de aceite esencial el
cual present6 un color amarillo tenue, olor caracteristico y aspecto claro, se
almacen6 a 4 °C en un envase estéril, hermético, de color ambar

debidamente rotulado, resguardandolo de la luz y el oxigeno.

Figura 15. Pesaje y trituracion manual de las partes aéreas (hojas) de
Eucalyptus cinerea. Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

50



Figura 16. Hidrodestilacion simple empleando trampa de Clevenger. Fuente.

Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

Andlisis del aceite esencial de Eucalyptus cinerea mediante

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

Los componentes del aceite esencial de Eucalyptus cinerea se separaron
e identificaron por cromatografia de gases, utilizando un equipo Marca
Hewlett Packard 6890 equipado con columna de fenil-metilpolixilosano
(HP-5) de 30 m de largo y 0.25 mm de diametro, con un espesor de pared de
0.25 mm acoplada a espectrometria de masas con detector marca Hewlett
Packard MSD 5973.

Se utiliz6 Helio como gas portador a un flupo de 1 mL/min. Las
condiciones utilizadas fueron las siguientes: Temperatura inicial del analisis
cromatogréafico fue de 60 °C, con un gradiente de temperatura de 4 °C/min,
temperatura del inyector 250 °C y una temperatura final de 260 °C. Una vez
obtenido el cromatograma de los mismos se procedio a la identificacion de
sus componentes por comparacion con los espectros de masas existentes en

la base de datos Wiley MS 6ta edicion.
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Figura 17. Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

Fuente. Elaboracién propia. Luisi y Quintero (2019).

Calculo del indice de Kovats

Para el célculo de los indices de Kovéats se compararon los tiempos de

retencion de los componentes del aceite esencial con patrones de una serie

de n-parafinas (C7-Cy»).

Esquema 1. Disefio experimenal del aceite esencial de Eucalyptus cinerea.

<Recoleccion del material vegetal fresco de Ewucalyptus cinerea.

«Determinacién del peso, y preparacion de la muestra (triturado
manualmente).

Extraccion del aceite esencial de Eucalyptus cinerea por Hidrodestilacion
simple con trampa de Clevenger.

*Recolecciony conservacion del aceite a 4 °C.

Analisis de la composicion quimica del aceite esencial de
Eucalyptus cinerea.

+Método de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

«Comparacion del cromatograma con los espectros de masas de la libreria
del equipo (Hewlett Packard 6890) .

Determinacion de [os compuestos presentes en el aceite esencial de h
Eucalyptus cinerea.
+Calculo del Indice de Kovats. y

€€ €k

Fuente. Elaboracién propia. Luisi y Quintero (2019).
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Determinacién de la Actividad Antibacteriana del aceite esencial de la

especie Eucalyptus cinerea

La actividad antibacteriana se realizd por el método de difusion en agar
con discos descrito por Fordes y cols (2004). Esta prueba se desarroll6 en el
Laboratorio de Actynomicetos del Instituto de Investigacion de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes (ULA), bajo la
asesoria de las Profesoras Yndra Cordero e Ysbelia Obregon.

Bacterias estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos
especies pertenecen a las bacterias Gram-positivas y tres pertenecientes a
las bacteria Gram-negativas de referencia internacional de la Coleccién de
Cultivos Tipo Americano (ATCC), estas bacterias fueron obtenidas del
cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes a cargo de la Licenciada Maria

Eugenia Nieves (tabla 4).

Tabla 4. Bacterias estudiadas en la investigacion.

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Preparacion de placas

En las placas de Petri se prepar6 el medio de cultivo colocandose
aproximadamente 20 mL de Agar Mueller Hinton (MERCK) estéril, dejandose

solidificar a temperatura ambiente.
Preparacion de pre-indculos bacterianos

Se emple6 un medio de cultivo Mieller Hinton para la determinacion de la
actividad antibacteriana, las cepas en estudio fueron repicadas alrededor de
16-18 h.

Posteriormente, fueron utilizadas para preparar el pre-inoculo,
incubandose a 37 °C en un periodo de 16-18 h, ya que es en ese tiempo
donde las bacterias adquieren los nutrientes necesarios para su crecimiento,
especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o de multiplicacion en

la curva del crecimiento bacteriano.
Preparacion de los inoculos bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas, se
preparod el indculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de
esta manera una pequefa cantidad de colonias para luego ser suspendidas
en una solucion de Cloruro de Sodio (NaCl) al 0.85 % 5 mL en tubos 13x100
previamente estéril, hasta que alcanzé una turbidez equivalente al patron de
Mac Farlan (10 ®® UFC/mL).

Inoculacion de las placas

Una vez preparada las placas, se inocularon en forma homogénea en la
superficie de cada una de ellas con los in6culos bacterianos (bacterias en

estudio), utilizando para ello un hisopo de algoddn estéril.
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Determinacion de la Actividad Antibacteriana por el Método de Difusion

en Agar con Discos (Kirby Bauer)
Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro
para realizar la actividad antibacteriana, los cuales se esterilizar6n con luz
ultravioleta (LUV), durante toda una noche. Previo a la preparacion del
in6culo se impregnaron los discos de papel con 10 uL del aceite esencial a
una concentracién comprendida 100 ppm a 6,25 ppm (tabla 5). También se
utilizaron discos de antibioticos comerciales como control positivo con el fin
de medir la sensibilidad de los microorganismos a estudiar (tabla 6) y como
control negativo discos impregnados con 10 pL del solvente dimetil sulféxido
(DMSO) para verificar que es el aceite esencial el que provoca los halos de

inhibicion y no el solvente.

Tabla 5. Diluciones empleadas para la determinacion de la actividad

antibacteriana del aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea.

10.000

100

Diluciones
(ppm)

50
25
12,5
6,25

ppm: Partes por millén. AP: Aceite puro.

Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Tabla 6. Antibidticos empleados como control positivo para el estudio de la

actividad antibacteriana.

E AMP PIP

(15pg) (10 ug) (100 pg)
32mm 32 mm 27 mm

Staphylococcus aureus ATCC 25923 P NP NP
Enterococcus faecalis ATCC 29212 NP P NP
Escherichia coli ATCC 25922 NP NP P
Klebsiella pneumoneae ATCC 23357 NP NP P
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NP NP P

E: Eritromicina ®. AMP: Ampicilina ®. PIP: Piperacilina ®. P: Provado.
NP: No provado.
Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

Colocacioén de los discos impregnados

En las placas de Petri con Agar Mueller Hinton previamente inéculados
con cada cepa estudio, se colocaron los discos impregnados con 10 uL de
cada una de las diluciones del aceite esencial (tabla 5) y se colocaron los
discos de antibiéticos comerciales como control positivo (tabla 6)
correspondiente a cada cepa estudio y el control negativo usando pinza

metalica previamente esterilizada.
Pre-incubacién e incubacion de las placas

Después de haber colocado los discos en las placas con Agar Mueller
Hinton previamente indculados, estas se dejaron en la nevera a temperatura
de 4 °C aproximadamente durante 30 min (pre-incubacion), con la finalidad

de que los discos impregnados con el aceite esencial en sus diferentes
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diluciones difundieran a través del Agar, para luego llevarlas a la estufa
durante 24 h a temperatura de 37 °C en posicidén invertida en atmoésfera

aerobica (incubacion).
Lectura de las placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo de
24 h estas fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas con una
regla milimétrica. Donde se consideré un resultado positivo o sensible
(presencia de actividad antibacteriana) cuando se observé un halo de
inhibicion alrededor del disco, y se tomd como resultado negativo o resistente

(sin actividad antibacteriana) la ausencia de dicho halo.

El diamétro de la zona de inhibicibn producto de la actividad
antibacteriana del aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea se

expreso en milimetros (mm).

Esquema 2. Procedimiento empleado para la evaluacion de la actividad

antibacteriana por el Método de Difusion en Agar con discos (Kirby-Bauer).

* Preparacion de las placas.

* Preparacion del pre-inoculo bacteriano.

* Preparacion del inoculo bacteriano.

* Preparacion de los discos de 6 mm de diametro.

+ Colocacion de los discos impregnados.

C < < < < 4

* Pre-incubaciona 4 °C por 30 min e incubaciona 37 °C por 24 h.

* Lecturade las placas.

Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Disefo de anélisis

En esta investigacion los datos fueron analizados a través de un proceso
cualitativo y cuantitativo, especificamente fueron analizados, segun el disefio
univariante, dicoténico, multifactorial, bicategorico y multicategorico (Hurtado,
2010).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
Obtencidn del aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea

Del proceso de extraccion del aceite esencial obtenido de las partes
aéreas (hojas) de la especie Eucalyptus cinerea, se obtuvo un volumen de
2,5 mL el cual present6 un rendimiento de 5,70 %. Del mismo, se observaron
las siguientes caracteristicas fisicoquimicas: color amarillo tenue, olor

caracteristico (mentol fuerte) y aspecto claro.

Estos resultados son congruentes con el estudio realizado por Lima
(2005), donde el rendimiento de Eucalyptus cinerea fue de 4,68 9%,
presentando este 1 % menos que el obtenido en esta investigacion. Debido a
esto se da por sentado que la especie Eucalyptus cinerea expuesta a una

extraccion con Hidrodestilacion simple tiene un alto rendimiento.

Asi mismo, Sebei, Sakouhi, Herchi, Khouja y Boukhchina (2015) en su
investigacion, reportaron un rendimiento de 3,0 % siendo 2,7 % menos al
obtenido en esta investigacion. De las investigaciones consultadas, solo
estos dos autores reportaron rendimiento del aceite esencial de la especie

Eucalyptus cinerea.

Aunqgue el aceite esencial en las distintas investigaciones pertenece a la
misma especie, se puede observar una variacion en el rendimiento. Esto se
debe al clima segun la ubicacién geogréfica donde ha sido recolectada la
planta de Eucalyptus cinerea. (Sebei y cols, 2015).
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Composicién quimica del aceite esencial de la especie

Eucalyptus cinerea

En relacion al analisis de la composicion quimica del aceite esencial
obtenido de las partes aéreas (hojas) de la especie Eucalyptus cinerea los
cuales fueron separados e identificados en un cromatégrafo de gases de
marca Hewlett Packard 6890 acoplado a un detector de masas HP MSD
5973. La identificacion de los componentes se establecio usando la base de
datos Wiley MS 6ta edicion y el célculo de los indices de Kovéats lo cual
permitié identificar 5 compuestos (tabla 7). Siendo los mayoritarios para el
aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea: alfa-pineno (5,50 %),
limoneno (3,85 %), 1,8-cineol (80,34 %), alfa-terpineol (4,11 %) vy
alfa-terpinil-acetato (6,21 %).

O\n/

O

1,8-cineol Alfa-terpinil acetato

Figura 18. Componentes mayoritarios en el aceite esencial estudiado de la
especie Eucalyptus cinerea.
Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Tabla 7. Componentes identificados del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea mediante Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas.

1 511 5,50 % alfa-pineno 928 932

2 7,38 3,85 % limoneno 1004 1024

3 7,51 80,34 % 1,8-cineol 1008 1026

4 12,24 4,11 % alfa-terpineol 1183 1186

5 17,31 6,21 % alfa-terpinil 1345 1346
acetato

TR: Tiempo de retencion de los componentes. IKcal: indice de Kovats calculado.
IKtab: indice de Kovats tabulado.

Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

%

M 1,8-cineol

H limoneno
alfa-pineno

M alfa-terpineol

M alfa-terpinil acetato

Figura 19. Porcentaje de componentes identificados del aceite esencial la
especie Eucalyptus cinerea. Fuente. Elaboracion propia. Luisi y Quintero
(2019).
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Figura 20. Cromatograma del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea en columna capilar HP-5. Fuente. Elaboracién propia.
Luisi y Quintero (2019).

Para efectos de la discusion dividiremos las investigaciones en 5

guimiotipos (figura 21):

El quimiotipo 1: el componente mayoritario es 1,8-cineol (64-79 %),
seguido de a-pineno (5,3-9,7 %) y limoneno (4,3-7,7 %). En este, se ubican

las investigaciones hechas por Pefialoza y Mora (2002) y Lima (2005).

El quimiotipo 2: el componente mayoritario es 1,8-cineol (79-85 %),
seguido de a-pineno (2,9-4,1 %) y a-terpineol (2,1-2,2 %). En este, se ubican

las investigaciones hechas por Soliman y cols (2014) y Sebei (2015).

El quimiotipo 3: el componente mayoritario es 1,8-cineol (70-84 %),
seguido a-terpineol (10,3-11,7 %) y a-pineno (4,5-5 %). En este, se ubican

las investigaciones hechas por Mendes y cols (2011) y Elaissi y cols (2012).
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El quimiotipo 4: el componente mayoritario es 1,8-cineol (61 %), seguido
de camphene (15,13 %) y a-terpineol (4,77 %). En este se ubica la
investigacion realizada por Kahla y cols (2017).

El quimiotipo 5: el componente mayoritario es 1,8-cineol (80,34 %),
seguido de a-terpenil-acetato (6,21 %) y a-pineno (5,50 %). Es este se ubica
la investigacion propia realizada por Luisi y Quintero (2019).

Los resultados arrojados en esta investigacion, son acordes a los trabajos
previos reportados (tabla 8). Al observar dicha tabla encontraremos que el
componente mayoritario presente en los aceites esenciales de la especie
Eucalyptus cinerea es 1,8-cineol; variando en porcentaje segun el clima del
origen geogréfico (Sebei cols, 2015), pero aun asi manteniéndose en un
rango de 64 a 84 %.

Por otro lado, componentes como a-pineno, limoneno y a-terpineol
encontrados en la investigacion, estan presentes en dichos trabajos previos,
confirmando que la composicion quimica del aceite fue identificado de
manera minuciosa. Sin embargo, componentes como el y-terpineol, globulol y
p-cimeno que estan presentes en solo algunos trabajos previos, no se

identificaron en esta investigacion.

Al hacer una comparacién con los quimiotipos de las investigaciones ya
realizadas por otros autores (figura 21), observamos que en la investigacion
se mantiene un porcentaje acorde del 1,8-cineol, pero que varian los otros
compuestos. Dicho esto, la investigacion podria ubicarse en el quimiotipo 3,
ya que el porcentaje de 1,8-cineol y a-pineno son similares. Pero con una
variable que es el a-terpenil-acetato que solo fue encontrado en el
quimiotipo 1, especificamente en la investigacion de Pefialoza y Mora (2002),
por lo tanto se ubica en un quinto quimiotipo ya que su tercer componente
varia en gran cantidad. Confirmando que la variabilidad de los componentes

gue se pueden encontrar en el aceite esencial de la especie
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Eucalyptus cinerea, efectivamente se asocia al area geografica donde fue

recolectada la planta.

Las concentraciones de estos compuestos quimicos se pudieron ver
afectadas por diferentes factores, mencionados por Mendes y cols (2011),
como la zona en que la planta fue recolectada, el proceso de secado, la
temperatura, el clima, el desarrollo de la planta, el acceso al agua y otros
factores que pudieron pasar desapercibidos.

Tabla 8. Componentes identificados del aceite esencial de la especie

Eucalyptus cinerea, en los trabajos previos utilizados en la investigacion.

a- Limonen Y- a- Globul  P- a- Camphe
- pinen 0 terpine terpine ol  cimen terpeni ne
cin o ol ol (o] I-
eol acetat
0
Pefialoza Venezuela 78, 5,3 4,3 - 5 - 0,5 3,9 -
y Mora. 8
(2002). (Mérida)

Lima. Guatemala 64, 9,67 7,68 - - - - - -

15
(2005).

Mendes, Brasil 84, 4,97 3,32 0,91 11,72
Ye, Seigi, 60
Frensch,

0,39 - =

Marques

y
Nakashim

a. (2011).
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Soliman, Egipto 84, 2,90 1,50
Fathy, 55

Salamay

Saber.

(2014).

Kahla, Tanez 61 3,45 - 15,13
Zouari-

Bouassid
a, Rezgui,
Trigui y
Tounsi.
(2017).

-: No encontrado. Fuente. Elaboracién propia. Luisi y Quintero (2019).
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W a-terpineol W a-terpil-acetato m camphene

Figura 21. Quimiotipos de los componentes del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea de las investigaciones utilizadas en los trabajos previos.

Fuente. Elaboracién propia. Luisi y Quintero (2019).

Actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie

Eucalyptus cinerea

Para el estudio microbiolégico de la actividad antibacteriana de las
cepas ATCC ensayadas, se tomé en cuenta para la eleccion de
los grupos controles positivos, las recomendaciones gue
establece el Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos
sus siglas en ingles CLSI 2017, la cual determina qué tipo de
antibiético debe usarse con cada especie de las cepas bacterianas,
seleccionando asi las dos cepas ATCC Gram-positivas:
Enterococcus faecalis el antibiético ampiciina de 10 pupg de

tipo pB-lactamico donde el halo de inhibicion para este control
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es de =217 mm, para Staphylococcus aureus el control positivo
fue eritromicina de 15 pug antibidtico de tipo macrdlido donde

el halo de inhibicién para este control es 223 mm.

Para las cepas ATCC Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonie y Escherichia coli, el control positivo fue
piperacilina de 100 png de tipo pB-lactamico donde el halo de

inhibicion para estas especies debe ser segun el control 221 mm.

Con respecto a las mediciones y observaciones realizadas en el
laboratorio a los halos de inhibicion de los controles positivos para las
especies Gram-positivas de las cepas ATCC, las lecturas de estos
fueron las siguientes: para Staphylococcus aureus la lectura fue
de 26 mm y para Enterococcus faecalis la lectura fue de 10 mm.
Mientras que para las especies Gram-negativas de las cepas
ATCC Pseudomonas aeruginosa Yy Klebsiella pneumoniae la lectura
fue de 18 mm y para Escherichia coli la lectura fue de 20 mm (tabla 9).

Tabla 9. Halos de inhibicion de los controles positivos usados como

referencia en las cepas bacterianas.

E AMP PIP
(15 pg) (10 pg) (100 pg)

CLSI | CE | CLSI | CE | CLSI | CE

223 | 26 - - - -

- - =17 10 - -

- - - - 221 | 20
- - - - 221 | 18
- - - - 221 | 18
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E: Eritromicina. APM: Ampicilina. PIP: Piperacilina. mm: Milimetros. CLSI:
Lectura de los halos de inhibicion recomendados por el Instituto de
Estandares de Laboratorio Clinicos. CE: Cepas ensayadas. Lectura de los
halos de la inhibicion de los antibiéticos realizados en el laboratorio frente a
cepas ATCC. Fuente. Elaboracién propia. Luisi y Quintero (2019).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del aceite

esencial de la especie Eucalyptus cinerea

Para la determinacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de
la especie Eucalyptus cinerea se realizaron una serie de diluciones a partir
de una solucibn madre (10.000 ppm) de 100 ppm hasta
6,25 ppm con la finalidad de conocer cual es la menor concentracién del
aceite esencial que posee actividad antibacteriana, el

solvente utilizado para estas diluciones fue el dimetil sulféxido (DMSO).

En relacion a la actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea, inhibid el desarrollo de las bacterias Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (figura 22) y Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (figura 23) con halos de inhibicion de 7 mm y valor de
concentracibn  minima  inhibitoria de 12,5 ppm para ambas
especies  (tabla 10). Asi mismo, inhibié el desarrollo de las bacterias
Gram-negativas  Escherichia coli ATCC 25922  (figura  24),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (figura 25) y Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357 (figura 26) con halos de inhibicibn de 7 mm para las tres
especies, con una concentracion minima inhibitoria de
6,25 ppm para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, y de 12,5 ppm
para Klebsiella pneumoniae (el rango de concentracion del aceite fue de 100-
6,25 ppm) (tabla 10).

68



Se consider6 que si el aceite esencial mostraba una CIM inferior a
12,5 ppm, la actividad antibacteriana era buena; de 12,5 a 25 ppm la
actividad antibacteriana era moderada; de 50 a 100 ppm la actividad
antibacteriana era débil y por ultimo si sobrepasaba
los 100 ppm se consideraba nula. Este criterio fue tomado del trabajo
realizado por Holetz, F; Pessini, G; Sanches, N; Garcia,; Nakamura, C y Dias,
B (2002).

Por lo tanto el aceite esencial de Eucalyptus cinerea presenta actividad
antibacteriana moderada en las cepas ATCC Gram-positivas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
la  cepa Gram-negativa: Klebsiella pneumoniae ATCC  23357.
Mientras que para las dos cepas Gram-negativas restantes:
Escherichia  coli ATCC 25922 'y Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, la actividad antibacteriana es buena.

La variabilidad de los halos en las diluciones con respecto a los halos
presentes en el aceite puro, pudo variar por la alta polaridad que tiene el
papel que se utilizé causando asi que los componentes antibacterianos del

aceite fuesen retenidos.

La actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalypyus cinerea
determinada en la investigacion, concuerda con la actividad
estudiada por otros autores en las diferentes investigaciones utilizadas
(tabla 11).
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Tabla 10. Valores de las diferentes concentraciones estudiadas para

determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) del aceite esencial de la

especie Eucalyptus cinerea.

S. E. E. coli P. K.

aureus faecalis ATCC  aeruginosa  pneumoniae
ATCC ATCC 25922 ATCC ATCC
25923 29212 27853 23357
AP 9 mm 9 mm 15 mm 10 mm 22 mm
100 8 mm 7 mm 8 mm 9 mm 8 mm
50 7 mm 7 mm 8 mm 8 mm 7 mm
25 7 mm 7 mm 8 mm 8 mm 7 mm
12,5 7 mm* 7 mm* 8 mm 8 mm 7 mm*
6,25 0 mm 0 mm 7 mm* 7 mm* 0 mm
C- 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

mm: Milimetros. AP: aceite puro. C-: Control negativo *: Concentracion

minima inhibitoria. Fuente. Elaboracién propia. Luisi y Quintero (2019).

Figura 22. Actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. Fuente.

Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Figura 23. Actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea contra Enterococcus faecalis ATCC 29212. Fuente.

Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

Figura 24. Actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea contra Escherichia coli ATCC 25922. Fuente.
Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

71



Figura 25. Actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Fuente.

Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).

Figura 26. Actividad antibacteriana del aceite esencial de la especie
Eucalyptus cinerea contra Klebsiella pneumoniae ATCC 23357. Fuente.

Elaboracion propia. Luisi y Quintero (2019).
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Tabla 11. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalyptus cinerea

en los trabajos previos utilizados en la investigacion.

Autores Actividad antibacteriana

S. E. E. P. K.
aureus faecalis coli aeruginosa pneumoniae

Pefaloza y Mora S - - - R
(2002).

Mendes y cols S - R S -
(2011).

Elaissi y cols S - - R R
(2012).

Soliman y cols S - S S -
(2014).

Sebei y cols S S S - -
(2015).

Luisi y Quintero S S S S S
(2019).

S: sensible, R: resistente., - : no estudiado. Fuente. Elaboracion propia. Luisi
y Quintero (2019).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Del aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea extraido por el
meétodo de Hidrodestilacion simple empleando trampa de Clevenger,
se obtuvo un rendimiento de 5,70 % siendo un buen rendimiento
comparado con otras investigaciones.

De acuerdo al analisis por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de masas del aceite esencial, se identificaron 5
compuestos: alfa-pineno, limoneno, 1,8-cineol, alfa-terpineol vy
alfa-terpinil-acetato, siendo los componentes mayoritarios el 1,8-cineol
(80,34 %) y el alfa-terpinil-acetato (6,21 %).

El aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea arroj6 una
moderada actividad antibacteriana frente a las bacterias
Gram-positivas:  Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y  Gram-negativa:
Klebsiella pneumonia ATCC 23357. Mientras que para las cepas
Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 arroj6 una buena actividad
antibacteriana; lo que contribuye a ampliar la posibilidad del desarrollo
de nuevos farmacos antibacterianos, que puedan mejorar el proceso
de salud enfermedad debido a la multiresistencia de estas bacterias

en la sociedad mundial actual.
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Recomendaciones

e Los resultados obtenidos de actividad antibacteriana que presento el
aceite esencial de la especie Eucalyptus cinerea, sugiere la posibilidad
de realizar futuros estudios encaminados a determinar su actividad
sobre un espectro mas amplio de bacterias, asi como de otros
microorganismos (hongos).

e De igual forma resultaria de interés el estudio sinérgico del aceite
esencial de esta especie y antibiéticos comerciales sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas estudiadas en el presente trabajo asi

como otros microorganismos (hongos).
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