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1. RESUMEN

La investigacion se basd en determinar la composicién quimica y evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas y el tallo de Erygium foetidum L.
conocido més comunmente como “Samat” o “Culantro de patio”; asi como, determinar la
concentracion inhibitoria minima de la especie vegetal frente a Escherichia coli ATCC 8739.
Esto con la finalidad de identificar una respuesta antibiética favorable y asi brindar una
alternativa terapéutica a las personas con escaso acceso a medicamentos; asi como, para

enfrentar la resistencia antibiética actual.

El Samat del estudio fue obtenido en la Ciudad de Guatemala, en el mercado de La Reformita
y en la aldea Boca del Monte. La identificacion botanica del culantro silvestre se realiz6 en
el Herbario de la Escuela de Biologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia -
BIGU- con el registro Eryngium foetidum L. (Apiaceae) BIGU 79004.

El aceite se obtuvo por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua con el equipo
neoclevenger; se determind la composicion quimica del aceite mediante cromatografia de
gases y espectrometria de masas (GC/MS) encontrandose diferentes compuestos; entre los
que destacan: 10-cloro-1-decanol con un 100 %, el 1,2,3,4-tetrametil-ciclohexano con 77.23
%, Bencenoetanamina-alfa, 2,6-trimetil con 60.61 %, 2-terc-butil-3,3-dimetil-3,4,5,6-
tetrahidropiridina con 51.62%, dodecanal (lauraldehido) con 25.12% y el 2,4,6-
trimetilbenzaldehizo con 7.52%. Por el método de discos se determind la ausencia de
actividad antibacteriana frente a E. coli ATCC 87309.



2. INTRODUCCION

La Escherichia coli (E. coli) es una bacteria gramnegativa, presente frecuentemente en el intestino
distal; la mayoria de las cepas son inocuas, pero algunas son patégenas y pueden causar graves
intoxicaciones alimentarias incluyendo diferentes sintomas que van desde colitis, colitis extrema,
diarrea, cistitis 0 meningitis. Una de las variantes de E. coli es enteropatdgena, y esta es una
bacteria productora de la toxina Shiga que puede causar graves enfermedades a través de los
alimentos. Se estima que hasta un 10% de los pacientes pueden desarrollar sindrome hemolitico
urémico; el cual, es un desorden multisistémico caracterizado por presentar insuficiencia renal
aguda, anemia hemolitica microangiopatica y trombocitopenia. Constituye la principal causa de
insuficiencia renal aguda, con una tasa de letalidad de 3%-5% (Rivero, Padola, Etcheverria, &
Parma, 2004).

Los brotes de las enfermedades trasmitidas por alimentos en Guatemala durante el afio 2018
pertenecen en un 83 % a intoxicaciones alimentarias, y un 5 % a enfermedad diarreica. Para las
intoxicaciones alimentarias se registra un total de 2,745 casos, 6% mas que el afio 2017, la tasa
de incidencia fue de 16 casos por 100,000 habitantes, presentando un incremento del 9% de tasa
de incidencia. Las 5 areas de salud que se encontraron con riesgo de padecer intoxicaciones
alimentarias en el afio 2018 fueron: Retalhuleu, Petén sur occidental, Sacatepéquez, Santa Rosa
y Zacapa. El Laboratorio Nacional de Salud recibié un total de 382 muestras de alimentos como
parte del monitoreo que realiza el personal del Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social a
los establecimientos fijos y callejeros, de los cuales se lograron aislar del total de muestras
procesadas E. coli como el patdgeno mas encontrado en los alimentos, seguido por
Staphylococcus aureus (S. aureus). Datos mas actuales, reportan en el afio 2019 un total de
827,398 casos de infecciones transmitidas por alimentos en toda Guatemala, en el cual los
departamentos mas afectados fueron San Marcos, Huehuetenango y Quiché.

(SIGSA, 2018; Nisan, Wolff, Hanski, & Rosenshine, 1998; Rivero, Padola, Etcheverria, &
Parma, 2004).

Guatemala cuenta con una gran biodiversidad de especies vegetales con un potencial medicinal

interesante; entre ellas se encuentra Eryngium foetidum o culantro, también conocido como



culantro extranjero, Samat, Cilantro cimarrén, Xamat, Samat, entre otros. Esta especie es
conocida por su aroma y uso popular en la cocina guatemalteca; tuvo su origen en las zonas
tropicales de las Américas, probablemente en el area comprendida entre Panama, Veracruz
(México) y el archipiélago del Caribe. Esta especie es abundante en distintas comunidades del
municipio de Tucurd, Alta Verapaz, aunque el cultivo es comun en diferentes regiones del pais

(Morales-Payan, Brunner, Flores, & Martinez, 2013).

Eryngium foetidum o Samat posee varios reportes de usos etnomedicinales que incluyen
tratamiento para fiebre, hipertension, estrefiimiento, convulsiones, asma, dolor de estomago,
parasitos, entre otros. La evaluacion quimica de las hojas indicd la presencia de abundantes
aceites esenciales, en donde la variabilidad en su composicion depende claramente de la ubicacion

geogréfica de la planta en crecimiento (Paul, Seaforth, & Tikasingh, 2011).

En la presente investigacion se evaluo la presencia de aceites esenciales en la hoja y tallo del
Samat guatemalteco (Eryngium foetidum) y se determind la actividad antibacteriana in vitro frente
a E. coli ATCC 8739, enfocado en un posible uso contra las infecciones gastrointestinales y
validar su uso como antibiético, con el fin de brindar una alternativa terapéutica a las personas
con escaso acceso a medicamentos; asi como, para enfrentar la resistencia antibiotica actual. Por
lo que se procedi6 a evaluar la actividad antibacteriana del Samat mediante el método de difusion
de discos, asi mismo se evalud la composicion del aceite esencial de E. foetidum mediante una
cromatografia de gases-masas. Se determind que el aceite esencial present6 actividad nula contra
la cepas de E. coli ATCC 8739; asi como, ausencia del E 2 dodecenal o “Eryngial”, un compuesto

importante al cual se le atribuyen la mayor parte de sus acciones farmacoldgicas.



3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades de enfermedades infecciosas gastrointestinales
Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de salud

publica. Los alimentos contaminados por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas
nocivas causan mas de 200 enfermedades, desde diarreas hasta cancer (OPS, 2018). Las
enfermedades causadas por los alimentos contaminados constituyen un serio problema
para la salud de la poblacion y pueden poner en riesgo el desarrollo, comercio y turismo
de nuestros paises. Estas enfermedades se transmiten, ya sea por via fecal-oral, o bien por
el consumo de agua y alimentos contaminados. Afectan principalmente a la poblacion
infantil, y tanto su incidencia como su prevalencia dependen del nivel socioeconémico de

los pacientes.

Las enfermedades gastrointestinales, la salmonelosis, y la infeccion por Escherichia coli,
entre otras, enferman a mas de 582 millones de personas en el mundo y matan a mas de
350 mil cada afio. Estas enfermedades se deben a la ingesta de alimentos insalubres como
carne animal mal cocinada, frutas y hortalizas contaminadas con heces o pesticidas y
mariscos crudos que contienen biotoxinas marinas. Los agentes patogenos involucrados
son virus, parasitos y bacterias; cuya busqueda e identificacion en los laboratorios clinicos,
se centra en patdgenos clasicos como: Salmonella, Shigella, Escherichia, Vibrio,
Campylobacter y Yersinia. (Hernandez, Aguilera, Castro, 2011; OPS, 2018)

Entre las infecciones gastrointestinales, la diarrea de etiologia infecciosa, tanto si es
debida a una bacteria como a un virus, tiene una incidencia preponderante. Las heces del
nifio y del adulto contienen una flora muy heterogénea en la que los anaerobios
constituyen la fraccion predominante, ya sean grampositivos 0 gramnegativos:
Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium y Veillonella. A veces, el
equilibrio de la flora se altera por la administracion de antibidticos y sobrecrecimiento o
intrusion de algun microorganismo patdgeno que da lugar a una disbacteriosis que puede
ocasionar problemas digestivos. Los patdgenos intestinales capaces de provocar un
sindrome diarreico pueden ser bacterias, virus, hongos, protozoos y helmintos (Paredes &
Roca, 2004).



Entre las bacterias de interés se encuentra Escherichia coli, un bacilo Gram negativo que
forma parte de la microflora anaerobica facultativa del tracto intestinal del hombre y de
algunos animales. Existen cepas de E. coli capaces de producir un amplio espectro de
enfermedades, entre ellas infeccion urinaria, septicemia, meningitis o enfermedad

diarreica (Rivero, Padola, Etcheverria, & Parma, 2004).

3.2. E. coli como causante de infecciones gastrointestinales
La mayoria de E. coli no patégena se encuentran de forma natural en nuestros intestinos

y desempefian un papel importante en ayudar a nuestro cuerpo a digerir los alimentos. Sin
embargo, algunos tipos de E. coli pueden provocar diarrea y otras enfermedades cuando
se ingieren. Las cepas de E. coli, denominadas enteropatogenas, son capaces de producir
cuadros diarreicos por colonizacion del intestino delgado, pero no poseen poder invasivo
ni producen toxinas. Esto provoca una disbacteriosis y su accién consiste en una
destruccion de las microvellosidades y adherencia de las bacterias a la superficie luminar
lesionada y son causa de enteritis epidémica en la poblacién infantil. Otras cepas de E.
coli, las enteroinvasivas, pueden penetrar en las células epiteliales del intestino, de forma
semejante a como lo hace Shigella, que produce un cuadro clinico similar a la disenteria
bacilar. La capacidad de produccién de toxinas por cepas de E. coli, las enterotoxigénicas,
dan lugar a una diarrea de tipo colérico por activacion de la adenilciclasa y secrecion de
fluidos con pérdida de agua y electrolitos. La tipica diarrea del turista o viajero esta
causada principalmente por estas cepas, asi como la diarrea del tropico y la enteritis del
lactante (Paredes & Roca, 2004; Boston Public Health Commission, 2014).

3.3. Microbiologia y clinica de E. coli.
Enfermedad diarreica aguda (EDA) es el término adoptado por la Organizacién Mundial

de la Salud (OMS) para referirse a un proceso inflamatorio gastrointestinal infeccioso o
no infeccioso, asociado a una disminucion en la consistencia y un aumento en la frecuencia
(> 3 veces por dia) de las deposiciones fecales. La diarrea puede ser liquida, semiliquida,
y puede contener moco y sangre. Otras manifestaciones clinicas de la EDA son nauseas,
vomitos, dolor abdominal, fiebre y deshidratacién. Debido a que en algunos pacientes el

vomito, la deshidratacion, y la fiebre pueden ser las manifestaciones mas predominantes,



un término apropiado para describir los 6rganos afectados y las manifestaciones clinicas

de los pacientes afectados seria el de gastroenteritis aguda. (Gémez-Duarte, 2014)

Las cepas E. coli diarreogénicas fueron reconocidas en 1889. Sin embargo, la
caracterizacion de sus mecanismos de patogenicidad y su posterior clasificacion en las
seis categorias que hoy conocemos no fue posible por muchos afios debido a que los
ensayos de microbiologia convencional no permitian distinguir E. coli enteropatdgenas
de E. coli no patdgenas. EI primer patotipo de E. coli asociado a la enfermedad diarreica
agua -EDA- en lactantes se le denominé E. coli enteropatdgena (EPEC) y fue descrita
por primera vez en 1938. La deteccion de E. coli enteropatdgenas es posible mediante
ensayos de amplificacion de genes de virulencia especificos para cada uno de los seis
tipos de E. coli diarreogénicos. Este tipo de ensayo no esté disponible en la mayoria de
los paises en vias de desarrollo, lo cual ha limitado su utilizacion en vigilancia
epidemioldgica para evaluar el impacto que las cepas de E. coli diarreogénicas puedan

tener en la poblacion pediatrica. (Gdmez-Duarte, 2014)

Los agentes causantes de diarrea (ver tabla No. 1) se clasifican en: enterotoxigénico
(ETEC), enteropatogénico (EPEC), enteroagregativo (EAggEC), enterohemorragico
(EHEC), enteroinvasivo (EIEC) y de adherencia difusa (DAEC). En los ultimos afios se
han descrito otras cepas de E. coli, las Ilamadas enterohemorragicas, que son productoras
de E. coli hemorrégica, o diarrea sanguinolenta con ausencia de fiebre. Estas cepas

pertenecen al serotipo O 157:H7. (Rivero, Padola, Etcheverria, & Parma, 2004)

PATOTIPOS PATOGENICIDAD CLINICA

ETEC Aumento del Adenosin monofosfato ciclico | Diarrea secretora
(AMPc) y Guanosin monofosfato ciclico
(GMPc) 'y apertura del regulador de

conductancia transmembrana (CFTRA).

EPEC clasica “tipica” y Adherencia intima y destruccion de Diarrea liquida
“atipica” microvellosidades prolongada
EAggEC Adherencia agregativa, citotoxicidad Diarrea liguida

EHEC Inhibicion de sintesis proteica Diarrea disentérica



Microtrombosis intravascular Sindrome hemolitico
urémico
EIEC Invasion y diseminacion celular Diarrea disentérica
DAEC Adherencia difusa Diarrea liquida

E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC) tipica y atipica, E. coli productora de toxina
Shiga (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), y E. coli de adherencia difusa
(DAEC).

Fuente: Gomez-Duarte, 2014

3.4. Cepas indicadoras ATCC
Son un conjunto de especies de bacterias que comparten al menos una caracteristica. Las

cepas son usadas en los laboratorios de microbiologia para controlar diferentes

procedimientos. Las cepas ATCC microbiologicas son una de las mas usadas.

Este grupo de material bioldgico de referencia certificado, son conocidos como American
Type Culture Collection (ATCC). Esta coleccion de cepas ATCC comenzé en el afio 1925
(Brito 2019: MDS 2019).

Estas cepas son conservadas y transportadas en varios medios, los mas usados son:

o Gelatina.

« Leche descremada, acido ascérbico, dextrosa y jabon activado.

o Carbon vegetal.
Para su uso como referencia, estas deben obtenerse directamente de una coleccion
certificada, con una resefia internacional o nacional. Para las cepas de referencia, la
siembra o repique debe tener un maximo de cuatro a partir de la cepa original (Brito 2019:
MDS 2019).

En conclusion, las cepas ATCC tienen diferentes utilidades, entre las que se destacan:

o Evaluar la calidad de los medios de cultivo usados en los procedimientos en el
laboratorio de microbiologia.

o Asegurar la calidad de los resultados de ensayos de laboratorio microbioldgico.

« Validar métodos microbioldgicos usados dentro del laboratorio.


https://mdmcientifica.com/cepas-atcc-microbiologics/

La cepa pura analoga de tipo ATCC 8739, es utilizada para pruebas de conservantes
antimicrobianos y prueba de medios, asi como para secuencias del genoma. (Brito 2019:
MDS 2019)

3.5. Generalidades del Eryngium foetidum (Samat)
Actualmente, la medicina tradicional es un recurso fundamental para la salud humana. Las

plantas y arboles empleados son la base para el desarrollo de la medicina moderna, y en
algunas zonas rurales e indigenas, son el Unico recurso del que disponen a falta de
instituciones médicas y recursos monetarios para la adquisicion de medicina moderna.
Gracias al conocimiento que mantienen las comunidades, hoy en dia es posible
beneficiarnos a través del uso de plantas medicinales, y no solo para combatir
enfermedades, pues algunas también son empleadas como parte de los alimentos y en

cercas vivas (Escamilla, & Moreno, 2015).

Eryngium foetidum L. es una hierba bienal de olor pungente que crece mejor en
condiciones himedas o en pastos. Es conocido por varios nombres comunes en diferentes
idiomas como: shado Beni (Trinidad), BeNee chadron (Dominica), fitweed (Guyana),
coulante o culantro (Haiti), recao (Puerto Rico) Langer koriander (Alemania); java
Ketumbar (Malasia); farang chi pak (Tailandia); ONG gai (Vietnam); culantro, racao,
(Espafia); bhandhanya (India). Las raices son carnosas, los tallos solitarios vy
frecuentemente ramificado. Se usa ampliamente como planta medicinal en la mayoria de
las regiones tropicales. Es cada vez mas importante como planta de especias cultivada en
India, Vietnam, Australia y en otros lugares con procedimientos bien documentados para

maximizar el rendimiento (Paul, Seaforth, & Tikasingh, 2011).

La hierba se introdujo alrededor de la década de 1880 en el sur de Asia oriental por los
chinos, como un condimento sustituto para el cilantro (Coriandum sativum L.), sin duda
debido a su olor acre similar. A veces es sustituido y adulterado en el comercio de especias
por otras especies del género Eryngium, como tal "culantro™ ha sido recomendado como
el nombre comun estandarizado para E. foetidum. Junto a su uso para fines culinarios, es

un elemento importante en industrias de perfumeria y cosmética. El aceite esencial es de



alto valor econdémico en los mercados de comercio internacional. A pesar del uso
generalizado de esta hierba como alimento y como agente etnomedicinal, solo
recientemente ha habido una proliferacion de investigaciones fitoquimicas de la planta.
La mayoria de estas investigaciones se centraron en los aceites esenciales, donde se han

identificado cerca de cuarenta compuestos (Amin, Haddadian & Shah, 2012).

3.6. Uso popular del Eryngium foetidum (Samat)
El Samat, posee una amplia gama de usos etnomedicinales que incluyen tratamiento para

quemaduras, dolor de oidos, fiebre, hipertension, estrefiimiento, convulsiones, asma, dolor
de estdbmago, parasitos, complicaciones de infertilidad, mordeduras de serpientes, diarrea
y malaria. La evaluacién quimica de las hojas indico la presencia de flavonoides, taninos,
saponinas y varios triterpenoides; pero no se informaron alcaloides (Paul, Seaforth, &
Tikasingh, 2011).

Las comunidades étnicas en el distrito de Kodagu de Karnataka utilizan la decoccion de
la hoja contra los trastornos gastrointestinales y la pasta foliar como agente curativo de

heridas (Lingaraju,Sudarshana, Mahendra, & Poornachandra, 2016).

En América Tropical y las Indias Occidentales, donde la planta es nativa, el uso
predominante de la planta es para tratar fiebres, resfriados, gripe y como alimento. En
Surinam, incluso se receta un tratamiento para los resfriados para los bebés, en donde se
usa una decoccion de las hojas para bafiar al nifio y se da una pequefia cantidad de la
mezcla para beber. Para la fiebre, las hojas y las raices se mezclan con aceite de coco
(Cocos nucifera) y se frota al nifio. Como alimento, las hojas de E. foetidum se agregan a
curries, guisos y sopas como un agente aromatizante. Para tratar el dolor, se tritura y se
coloca en el oido. Se utiliza para el tratamiento local de procesos artriticos. También se
ha utilizado como una medicina popular para picadura de escorpion y dolores de estbmago
(Paul, Seaforth, & Tikasingh, 2011; Lingaraju,Sudarshana, Mahendra, & Poornachandra,
2016).
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Antiguas tribus como las de México, El Caribe, las Ramamidwives de Nicaragua y los
Apantani, nativos de India usaron varias preparaciones de la planta principalmente para
dolores de estdmago. Sin embargo, se observa que un posible efecto secundario resultante
del consumo del material vegetal triturado es el estrefiimiento. Seis comunidades registran
que la planta es atil para problemas reproductivos femeninos como infertilidad,
complicaciones de parto, dolores menstruales, dolores abdominales posparto, infecciones
vaginales y como emenagogo. En Brasil, se usa una decoccién de la planta entera para
facilitar el parto, pero estd contraindicada durante el embarazo porque se informa que
provoca la contraccion uterina. Costarricenses consideran la planta como un afrodisiaco.
Otras dolencias notables para las que se ha utilizado esta planta incluyen hipertension,
reumatismo, asma, enfermedad ocular, envenenamiento, enfermedad venérea, diabetes,

dolor, malaria y mordeduras de serpiente (Paul, Seaforth, & Tikasingh, 2011).

3.7. Composicién del Eryngium foetidum (Samat)
Las hojas frescas consisten en 86-88% de humedad, 3,3% de proteina, 0,6% de grasa,

6,5% de carbohidratos, 1,7% de cenizas, 0,06% de fosforo y 0,02% de hierro. Las hojas
son una excelente fuente de vitamina A (10.460 Ul / 100 g), B2 (60 mg%), B1 (0,8 mg%),
y C (150-200 mg%) sobre una base de peso seco. Las hojas constan de 0,10 hasta 0,95%
de aceite volatil, 27,7% de fibra cruda, 1,23% de calcio, y 25 ppm de boro. En los informes
cientificos hay una variacion significativa con respecto al rendimiento obtenido y
compuestos identificados de aceite esencial de las hojas de cilantro salvaje; que puede ser
debido a diferencias en algunos factores como cultivar o variacion especifica de la
poblacion, el clima y las condiciones de crecimiento, la procedencia geograéfica, la edad
de las hierbas, o los diferentes métodos de procesamiento y andlisis utilizados por los
investigadores. El rendimiento informado de aceite esencial de E. foetidum es de 0,10 a
0,95% de peso en seco de las hojas y es rico en aldehidos alifaticos. La composicion del
aceite esencial de E. foetidum ha sido evaluado ampliamente de diferentes origenes,
incluyendo Fiji, Bangladesh, Per(, Venezuela, India, Taiwan, Vietnam, Cuba, Malasia y
Africa Occidental. El aceite esencial de E. foetidum se ha informado que consiste
principalmente de aldehidos, que van desde 45,8% a 86,7% (Amin, Haddadian & Shah,
2012).
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Un componente significativo del aceite esencial de la planta es E-2-dodecenal
("eryngial), con isdbmeros de trimetilbenzaldehido presentes en proporciones menores. La
variabilidad en la composicién del aceite esencial depende claramente de la ubicacion
geografica de la planta en crecimiento. Los estudios farmacoldgicos de las partes aéreas
de la planta han demostrado actividad antihelmintica debido a accidén eryngial,
antiinflamatoria debida a las fracciones de fitosterol, actividad anticonvulsiva en los
modelos respectivos, y actividad antibacteriana selectiva contra especies de Salmonella 'y
el género de bacterias Erwinia. Una fraccion del aceite esencial rico en eryngial es el tema
de una solicitud de patente en los Estados Unidos por su eficacia contra tripanosomas,
nematodos, hongos y bacterias parasitarias en humanos y otros mamiferos. Estos
hallazgos sugieren la necesidad de una mayor investigacion de esta hierba y sus productos
(Paul, Seaforth, & Tikasingh, 2011; Lingaraju, D.,Sudarshana, M. Mahendra, C. &
Poornachandra, K. 2016).

3.8. Investigaciones realizadas sobre Eryngium foetidum (Samat).
A pesar del uso generalizado de Eryngium foetidum o Samat como alimento y como agente
etnomedicinal, de forma reciente ha surgido una proliferacion de investigaciones
fitoquimicas sobre la planta. La mayoria de estas investigaciones se centraron en los
aceites esenciales, cuya variabilidad en la composicién dependia claramente de la
ubicacion geografica de la planta en crecimiento, identificindose cerca de cuarenta
compuestos (Paul et al, 2011).

El estudio de Forbes, Reese & Robinson (2002) demostr6 que los extractos refinados de
plantas, ricos en el aceite esencial eryngial (E-2-dodecenal) del E. foetidum parecieron ser
notablemente antihelminticos durante el cribado in vitro utilizando Strongyloides

stercoralis (larvas infecciosas) como el organismo de prueba.

Roumy y colaboradores (2007) realizaron una evaluacion farmacoldgica para controlar

las convulsiones, utilizando 3 ml de un extracto acuoso de E. foetidum preparado a una
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concentracion de 110 g / 250 ml lo que demostro actividad anticonvulsionante en ratas

con convulsiones inducidas por picrotoxina.

Un extracto organico con hexano de las hojas de E. foetidum, rico en estigmasterol (95%),
mostrd actividad antiinflamatoria tépica en la inflamacion cronica y aguda en modelos

animales (Garcia, Saenz, Gomez, Fernandez 1999).

El estudio realizado por Guevara y colaboradores (2000), evalu6 los efectos bactericidas
in vitro de varios extractos de plantas contra bacterias patdgenas de plantas de mango
(Mangiferaindica), girasol (Helianthus annuus), papaya (Carica papaya) y platano (Musa
sp.). Los mayores efectos se encontraron con el cilantro (E. foetidum) contra el género
Erwinia de Enterobacteriaceae. En otro estudio, de Kubo y otros (2004), el aceite E-2-
dodecenal puro (“eryngial™) mostré una actividad potente (concentracion bactericida
minima, MBC de 6,25 ug / ml) (34 uM), frente a Salmonella choleraesuis en todas las

etapas de crecimiento.

Yagi y colaboradores (2006), obtuvieron una patente japonesa por tener un agente
protector de la piel en el que E. foetidum es una de las cuatro plantas utilizadas. La
preparacion se utiliza para quemaduras solares, pecas, manchas hepaticas y las instancias

relacionadas en las que se requiere blanqueamiento cutaneo.

Jaramillo, Duarte & Martelo (2011) demostraron una actividad antioxidante alta, de un
89.39% del aceite esencial de las hojas de E. foetidum cultivado en Colombia. La actividad
antioxidante fue determinada mediante el ensayo de decoloracién del radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril hidracilo). Asi mismo, indicaron que el aceite esencial de las hojas de E.
foetidum present6 un alto porcentaje de aldehidos alifaticos (E-2-dodecenal, 5-dodeceno,

tetradecanal, tetradecenal) y aromaticos (2,4,6-trimetilbenzaldehido, 3,4,5-trimetilfenol).

Xuan & Van (1992) indicaron que el aceite esencial de las partes aéreas de Eryngium
foetidum L. de origen vietnamita fue analizado mediante una combinacion de

cromatografia de gases y cromatografias de gases / espectrofotometria de masas. En donde
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se identificaron diecinueve componentes, de los cuales se encontré que los principales
eran (E) -2 dodecenal (45.5%) y &cido 2-dodecenoico (15.5%). Los otros constituyentes

de este aceite también son principalmente aldehidos y &cidos.

Pino, Rosado y Fuentes (1997) analizaron que los compuestos volatiles destilados en agua
de las hojas de E. foetidum L. de origen cubano fueron analizados mediante una
combinacién de cromatografia de gases y cromatografias de gases/espectrofotometria de
masas. En donde se identificaron cuarenta y seis componentes, de los cuales los
principales fueron 2,4,5-trimetilbenzaldehido (20.53%), acido hexadecanoico (12.05%) y
carotol (9.94%). De igual manera en Pino, Rosado y Fuentes (1997) analizaron la semilla
de Eryngium foetidum L. de origen cubano por cromatografia de gases y una combinacion
de cromatografias de gases/espectrofotometria de masas. En donde se identificaron treinta
y siete compuestos, de los cuales el carotol (19,31%), (E) -pnesneseno (9,98%), (E) -anetol

(7,43%) y a-pineno (7,6%) fueron los constituyentes principales.

Amin, Haddadian & Shah (2012) reportaron que el nivel méas alto registrado de E-2-
dodecenal en el aceite de E. foetidum era de Malasia (59,72%) y Vietnam del Sur (58-
67%). También se han documentado en la literatura cientifica lo niveles de E-2-dodecenal
en diferentes ubicaciones, como: India (45,9%), Vietnam (45,5%), Bangladesh (37,4%),
Los Andes de Venezuela (27,5%), Nepal occidental (58,1%), y en Africa occidental (15,9-
37,5%). Este mismo es un compuesto de menor importancia en el aceite de plantas que

crecen en Cuba y Taiwan.

Lingaraju y colaboradores (2016) disefiaron un estudio para examinar la actividad
antibacteriana y antifangica de las hojas de E. foetidum. La extraccion en Soxhlet se
realizd utilizando disolventes organicos como éter de petroleo, cloroformo, acetato de
etilo y metanol. Cada extracto fue sometido a pruebas fitoquimicas preliminares. Los
resultados del cribado fitoquimico revelaron la presencia de algunos principios activos
como glucésidos, flavonoides, terpenoides, esteroides y taninos. La actividad
antimicrobiana de los extractos aislados se realiz6 con dos bacterias Gram positivas:

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, dos bacterias Gram negativas, Escherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa y un hongo Candida albicans mediante el método de difusién
en agar. El resultado de la actividad antimicrobiana reveld que el extracto de acetato de
etilo de E. foetidum mostré la actividad antimicrobiana mas fuerte entre los cinco extractos

contra las cuatro cepas bacterianas y C. albicans.

Saravia-Otten y colaboradores (2017) en un estudio hecho en Guatemala, demostraron
que los extractos clorofilados de Pimenta dioica y Eryngyum foetidum inhiben

efectivamente el efecto proteolitico del veneno de Bothrops asper.
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4. JUSTIFICACION

Debido a que Guatemala es uno de los paises que posee gran abundancia de plantaciones nativas
y endémicas en todas sus regiones, es de esperar que entre los usos populares de las distintas
plantas, destacan las especies utilizadas contra enfermedades gastrointestinales. Es importante
indagar sobre posibles opciones naturales al alcance de la poblacion guatemalteca que puedan
contribuir a disminuir la incidencia de enfermedades diarreicas, infecciones intestinales, colitis;
asi como, el sindrome hemolitico urémico, el cual es de las complicaciones mas graves que se

generan, en donde el agente causal es especificamente la E. coli

Esta bacteria, afecta a distintos grupos etarios, entre los cuales destacan los nifios, quienes tienen
un mayor riesgo de padecer dichas patologias y presentan una recuperacion mas complicada
cuando no tienen acceso a servicios de salud de primera linea. Segin la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) la infeccion por Escherichia coli, entre otras, enferman a méas
de 582 millones de personas en el mundo y matan a mas de 350 mil cada afio. Los nifios, las
embarazadas, los inmunosuprimidos y los adultos mayores son los mas vulnerables. Dichos datos
se confirman en el reporte de situacion epidemiologica de Enfermedades Transmitidas por Agua
y Alimentos (ETASs) donde el grupo de edad afectado por enfermedad diarreica corresponde a

nifios de 1-4 afios en un 58% sin diferencia de género (S.E, 2016).

Debido a la de resistencia que ha desarrollado E. coli, es importante determinar otros posibles
agentes antibacterianos que actlen contra esta bacteria; por lo que, estudiar los recursos nativos
del pais podrian resultar en una alternativa para las comunidades con dificil acceso a la atencién
primaria en salud, siendo més afectadas las comunidades del area rural de los departamentos con
mayor incidencia que segun el SIGSA en el afio 2018 fueron Retalhuleu, Petén sur occidental,
Sacatepéquez, Santa Rosa y Zacapa. Por esta razon, es importante evaluar la actividad bioldgica
que ayude a disminuir la causa de dichas patologias, por lo que destaca la actividad antibacteriana
frente a la bacteria patogena E. coli.

La finalidad de la investigacion fue comprobar que los aceites esenciales extraidos del Samat
(Eryngium foetidum) poseen actividad antibacteriana in vitro contra una cepa ATCC 8739 de E.
coli, determinando la concentracion inhibitoria minima para ejercer el efecto antibacteriano. Esto

con la finalidad de brindar una alternativa terapéutica asequible para la poblacion guatemalteca
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contra enfermedades gastrointestinales causadas por E. coli, con especial enfoque en la poblacion
pediatrica. En este estudio, se realizé la extraccion de aceites esenciales de la hoja y el tallo de la
planta, con el método de arrastre de vapor con el equipo neoclevenger, a los cuales posteriormente
se les evalud la actividad antibacteriana mediante el método de discos frente a la cepa de E. coli.
ATCC 8739. Posterior se evalud la composicion del aceite esencial mediante una cromatografia

de gases-masas.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Eryngium foetidum (Samat) contra

E. coli, mediante el método de difusién en disco.

5.2. Objetivos Especificos
5.2.1. Determinar el rendimiento de extraccion del aceite esencial de E. foetidum.

5.2.2. Evaluar el efecto antibacterial del aceite esencial de E. foetidum, frente a la cepa
patdgena de E. coli ATCC 8739.

5.2.3. Determinar la concentracion inhibitoria minima del aceite por el método de
difusion en disco.

5.2.4. Establecer la composicion quimica del aceite esencial de E. foetidum mediante

cromatografia de gases.
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6. HIPOTESIS

El aceite esencial extraido de Eryngium foetidum (Samat) presenta actividad antibacteriana contra
E. coli.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo de trabajo
Constituido por la especie Eryngium foetidum (Samat) colectada en mercados populares de

Guatemala.

7.2. Muestra
Aceite esencial de Eryngium foetidum extraido de la planta

7.3. Criterios de inclusion

o Plantas verdes

o Plantas frescas

o Con hojas verdes

o Ubicadas en Guatemala.

7.4. Criterios de exclusion

. Plantas secas

o Plantas color marron
o Sin hojas

o Flor

7.5. Recursos Humanos

. Autor: Br. Sulman Paola Palacios Chavez

o Asesor de Tesis: MSc. Maria Nereida Marroquin Tinti
o Revisor de Tesis: M.A. Lesbia Mengala Guerra Urizar
. Asesor de Estadistica: Dr. Jorge Luis de Ledn Arana

7.6. Materiales
7.6.1. Reactivos
e Agar nutritivo tripticasa soya

e Agar nutritivo Miiller-Hinton
e Cepa patdgena de Escherichia coli ATCC 8739



Solucidn salina estéril
Agua destilada
Pentanol

Etanol al 95%

7.6.2. Materiales

Tallos y hojas de Samat (Eryngium foetidum)
Cajas de Petri

Hielo

Jeringa de 5mL

Papel filtro

Discos de difusion

Escala de McFarland 0.5

7.6.3. Cristaleria

Baldn de 500mL para equipo de extraccion neoclevenger.

Probeta de 250mL.

Viales ambar de 5mL

Equipo para extraccidn de aceites esenciales neoclevenger

Micropipetas

7.6.4. Equipo
Balanza analitica marca Adventure, serie: G1231202040, voltaje: 8-14,5 V,

frecuencia: 50/60 Hz.

20

Plancha de calentamiento marca CORNING, modelo: PC-620, voltaje: 120 V,

frecuencia: 60 Hz, potencia: 1113 W.

Soportes y pinzas de acero inoxidable para asegurar el neoclevenger.

Pipeta automatica de 10 L.

Espectrofotometro UV visible.
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7.7. Metodologia
7.7.1. Recoleccidn e identificacion de la materia vegetal.

La materia vegetal fue recolectada en el departamento de Guatemala, en el
municipio de Villa Canales con una Latitud: 14.478660650520906 y Longitud:
-90.50961166048644 (Google maps, s.f.).

Para realizar la identificacion de la materia vegetal, esta se llevo a la Escuela de
Biologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala.

La Escuela cuenta con la Unidad de Investigacion y Herbario BIGU, en donde
se herboriz6 e identificé a Eryngium foetidum.

El Samat o culantro silvestre fue registrado como Eryngium foetidum L.
(Apiaceae), registro BIGU 79004.

7.7.2. Extraccion de aceite esencial empleando la técnica de destilacion
por arrastre de vapor por método de Neoclevenger.

Se lavo las secciones del neoclevenger con etanol y agua. (Lossi, 2012)

Se peso6 50 gramos de Samat con el mismo tipo de corte y se colocé en un balén
de 500 mililitros (mL).

Se agreg6 al balén 500 mL de agua destilada para humedecer todo el material
y se acopld el balon con el material vegetal al neoclevenger, manteniendo el
agua de recirculacion a una temperatura de 10 °C.

Posterior a eso se calentd el balon empleando una plancha o manto hasta
ebullicion.

Iniciada la ebullicion, se midid el tiempo de destilacion por dos horas.
Posterior al tiempo de destilacion, se suspendio el calentamiento hasta no
obtener destilado.

Se separo la fase oleosa de la fase acuosa empleando una jeringa y se vertio el
aceite esencial en un frasco ambar previamente tarado.

Se peso el frasco con el contenido de aceite esencial en la balanza analitica y se
calculé el porcentaje de rendimiento.
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e Se establecio el peso de aceite esencial por diferencia de pesos del vial vacio y
el vial con aceite esencial.

e El rendimiento se determind como la razén del peso del aceite respecto el peso
del Samat medido al inicio del proceso. El célculo del rendimiento de aceite

esencial es:

Donde:
WT: peso final del aceite esencial en el vial (g)
Wo: peso del vial vacio (g)
Wm: peso de la materia prima 0 Samat (g)

Wf-Wo

Entonces = 9 de rendimiento

7.7.3. Procedimiento para determinar actividad antibacteriana

7.7.3.1. Preparacion de los inéculos

e El agar Mueller-Hinton se prepard de acuerdo con las especificaciones del
fabricante.

e Se esterilizo en autoclave y enfrio en bafio Maria a 50 °C. (Aguilar, sf)

e Se vertid en cajas de Petri a una profundidad de 4 mm y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente. Si no es utilizado de inmediato puede refrigerarse a
una temperatura de 2-8°C por no mas de siete dias.

e Secoloco entre 4 y 5 ml de suero tripticasa soya estéril en un tubo de ensayo.

e Se tomo con un asa bacteriol6gica tres o cuatro colonias morfolégicamente
similares y se suspendieron en el tubo, se agitaron vigorosamente hasta
alcanzar una turbidez la cual se determind por absorcion ultravioleta
mediante un espectrofotometro en donde la absorcién a 625 nm fue de 0.08
a 0.1. (ver anexo 13.13).

e Sesumergi6 un hisopo de algodon, no toxico, estéril, en un periodo no mayor
a 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez, de manera de embeberlo
completamente. Antes de retirarlo se escurrié sobre las paredes del tubo para

retirar el exceso de liquido. (Aguilar, sf)
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Se sembrd la placa de agar Mdueller-Hinton a manera de obtener un
crecimiento confluente, para lo cual se estrio con el hisopo en forma paralela
y bien compacta abarcando toda la superficie. Luego se repitio el
procedimiento rotando la placa 60° en dos oportunidades mas.

Se dej6 secar 3 a 5 minutos antes de colocar los discos.

Se colocaron los discos estériles de papel filtro Sartorius 292a impregnados
con aceite esencial de Samat a diferentes volumenes (2.5, 5, 7.5 y 10 pL).
Estos se colocaron con una pinza estéril. Luego de estar sobre el agar se
presionaron los discos levemente para que gquedaran adheridos al mismo. Se
colocaron a méas de 15 mm del borde de la placa y se distribuyeron de manera
que no hubo superposicion de los halos de inhibicidn.

Luego de colocados los discos, las placas se incubaron de 35°C a 37°C en
grupos no mayores a cinco placas durante 24 h. Las placas se colocaron en
forma invertida para que el agua condensada no cayera sobre el agar. (Leal,
E. etal, 2013)

7.7.4. Evaluacion de Concentracion Inhibitoria Minima

La determinacion de la actividad inhibitoria in vitro del aceite esencial de E.

foetidum L. se realiz6 por medio del método de difusion en disco, considerandose

con actividad inhibitoria la formacién de un halo de inhibicién alrededor del disco

impregnado con el aceite esencial del E. foetidum L. Se midio la zona de inhibicion

de cada disco contra una superficie oscura bajo luz reflejada.

Se midié el diametro de la zona incluyendo los 6 mm del disco, con una
regla sobre el respaldo de la caja de Petri sin remover la tapa. (Lossi, 2012)
Una lectura de 6 mm indica que no hay zona de inhibicion.
El disco que presente la lectura de inhibicion mas cercana a la zona que no
presenta inhibicion (en este caso 6 mm) corresponde a la concentracion
inhibitoria minima. (Ordofiez, 2007: Rios, & Recio,1988)
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Determinacion de composicion quimica del aceite esencial del E.
foetidum por cromatografia de gases

Para conocer los componentes del aceite esencial del E. foetidum se llevo cabo el
andlisis cualitativo y cuantitativo mediante una cromatografia de gases, para ello
se realizd la solicitud del analisis al Centro de Informacion y Asesoria
Toxicologica (CIAT) de la Escuela de Quimica Farmacéutica de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Analisis de Resultados

Para el analisis estadistico de resultados se llevé a cabo la prueba binomial
utilizando la tabla que se muestra a continuacion. En donde el nivel de confianza
para cada analisis realizado debe ser mayor al 90%. La k represent6 el nimero de
éxitos necesarios para obtener el nivel de confianza requerido; y N indicé el
namero de repeticiones a realizarse. Por lo que, para el ensayo se efectuaron 12
repeticiones que como minimo requieren un nimero de 8 aciertos para entrar en el
nivel de confianza.

K
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
062 312 688 938 1.0
031 188 500 812 969 1.0
016 109 344 656 891 984 1.0
008 062 227 500 773 938 992 1.0
004 035 145 363 637 855 965 996 1.0
002 020 090 254 500 746 910 980 998 1.0
001 011 055 172 377 623 828 945 989 999 1.0
006 133 110 274 500 726 887 967 994 999 1.0
003 019 073 194 387 613 806 927 981 997 999 1.0
Fuente: Lawlees, & Heymann, 1999
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8.  RESULTADOS
El porcentaje de rendimiento del aceite esencial del Samat fue muy inferior a los reportados en diferentes ensayos en el resto del

mundo. Se procedio a realizar la extraccion del aceite esencial con materia vegetal seca en la primera y segunda extraccion, y con

materia vegetal fresca en las deméas extracciones para obtener un mayor porcentaje de rendimiento.

8.1. Porcentaje de rendimiento del aceite esencial del E. foetidum.

PORCENTAJE DE

NO. DE EXTRACCION RENDIMIENTO (%)

0.0005
0.0084
0.2300
0.2600
0.0670
0.2400
0.0900
0.2700
0.2400
PROMEDIO 0.1560

OCoOoO~No ok~ WwN -

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales —-LIPRONAT-, laboratorio 106, edificio T10, USAC.

Se establecieron diferentes volimenes para ser analizados por medio del método de difusidn en disco; con el objetivo de evaluar la
actividad antibacteriana del aceite esencial del Samat. Se realizaron doce repeticiones de cada volumen y cuatro repeticiones del control

positivo y control negativo por cada volumen probado (Ver anexos 13.3 al 13.6).

8.2. Determinacion in vitro de actividad antibacteriana del aceite esencial de E. foetidum

P Lo < Te)

Volumen (uL) S ~ Sy N

E. coli ATCC 8739 - - - -

Control Positivo (Amoxicilina 10 ug) + + + +

Control Negativo (Disco en blanco) - - - -
+: Sensible -: Resistente Fuente: Datos experimentales
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Se identificaron diferentes compuestos mediante la cromatografia de gases, de los cuales se
incluyeron veintiséis compuestos que presentaron mayor porcentaje en la muestra, asi como los

reportados en otros estudios del E. foetidum, los cuales se destacan con negrita.

8.3.Resultado de los veintiséis componentes mas representativos en la cromatografia de

gases del aceite esencial de E. foetidum.

TIEMPO DE RENDIMIENTO

No. COMPONENTE RETENCION (%)

5,9-Metanobenzenociclooctano, 3-cloro-5,6,9,10-
1 ) _ 10.657 16.19
tetrahidro-5,7,8,9-tetrametill

2 Acido glutamico-Treonina-Arginina 10.757 27.17
3 Triciclo[3.3.1.1(3,7)]decano, 1-(2,4-dinitrofenil) 12.173 14.34
4 1-Pentafluoruro de fosforo 12.328 25.69
5 5-dehidro-13a-hidroxi-multiflorine 13.984 15.7
6 Nitrato de potasio 14.164 41.61
7 Butilhidroxitolueno 14.584 25.58
8 Fluoroformil-3,3,4,4-tetrafluoro-1,2-oxazetidina 15.029 99.92
9 Norfluoxetina 15.509 23.9
10 D-Ribosa 5-fostato 15.659 35.72
11 N-Acetil-D-norleucina 15.819 38.16
12 Cromo-bis[(1,2,3,4,5,6-u)-(trifluorometil)-benceno] 16.069 25.73
13 Biciclo-(5.1.0)-octano, 8-metileno 19.991 16.79
14 Benzaldehido, 2,4,6-trimetil 24.018 7.52
15 2,4-Dimetilamfetamina 24.308 18.88
16 Bencenoetanamina, alfa., 2,6-trimetil 24.863 60.61
17 16-Heptadecenal 26.739 16.84
18 Dodecanal (Lauraldehido) 27.139 25.96
19 Monomiristina 29.120 21.67

4-Propioniloxipiperidina 29 760 15.68

20
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2-(Dimetilamino)-6,7-dihidro-4H-[1,3]-tiazol-[3,2-a]-

21 o ] 29.805 21.74
[1,3,5]-triazina -4-thione

29 Thieno-[2,3-b]-piridina, 5-etil-3-nitro 29.975 27.5

(3R,4S,2E)-2-Hexadec-15-enylidene)-3-hidroxi-4- 15.69
23 ) ) 30.120

metillbutanamida

24 2-terc-butil-3,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidropiridina 30.175 51.62
25 10-Cloro-1-decanol 30.820 100
26 1,2,3,4-tetrametil-ciclohexano 31.711 77.23

Componentes enlistados en orden de tiempo de retencion, Volimen = 0 pL, Divisién = 1:1, Gas portador = He,
Retraso de Solvente =0.50 min, Temperatura de transferencia = 230°C, Fuente de temperatura = 230°C, Escaner:
33 a 350 Da, Columna = 30.0m x 320um

Fuente: Datos experimentales, CIAT
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9. DISCUSION

Actualmente el mundo atraviesa por una etapa de resistencia antibidtica que aumenta cada
dia. A pesar de la viralizacion de concientizacion del uso racional de antibioticos, este parece ser
un tema que amerita muy poca relevancia para la poblacion en general. En un pais como
Guatemala, el acceso a tratamientos antibidticos completos es un lujo que las personas con

ingresos econdmicos limitados no pueden darse.

Es necesario investigar nuevos compuestos que puedan revelar una actividad antibacteriana en
potencia; sin embargo, son estudios ameritados a la academia, por lo que se convierten en estudios
muy lentos, pero aun asi son significativos para el desarrollo de nuevos compuestos que, en

primera instancia, contribuyan a la salud de la poblacion guatemalteca.

En la presente investigacion se utilizo el aceite esencial del Samat (Eryngium foetidium) para
evaluar su potencial actividad antibidtica frente a E. coli ATCC 9739, pensando en un posible
uso contra las infecciones gastrointestinales para validar su uso como antibi6tico, con el fin de
brindar una alternativa terapéutica a las personas con escaso acceso a medicamentos; asi como,

para enfrentar la resistencia antibidtica actual.

Los usos etnomedicinales del Samat incluyen tratamiento para fiebre, hipertension, estrefiimiento,

convulsiones, asma, dolor de estdbmago, parasitos, entre otros (Paul, Seaforth, & Tikasingh, 2011).

La evaluacion quimica de las hojas de Samat cultivado en otros paises indico la presencia de
abundantes aceites esenciales. Sin embargo, la variabilidad en la composicion del aceite esencial
depende claramente de la ubicacién geografica de la planta en crecimiento, asi como el porcentaje
de rendimiento (Amin, Haddadian & Shah, 2012). En el estudio de Aminy colaboradores (2012)
se determind que el porcentaje de rendimiento del aceite esencial de E. foetidum fue de 0,1 a
0,95% del peso seco de las hojas de diferentes origenes, en los que se incluye Fiji, Bangladesh,
Pert, Venezuela, India, Taiwan, Vietnam, Cuba, Malasia y Africa Occidental; Jaramillo, Duarte
y Martelo en 2011, indicaron que el rendimiento del aceite esencial obtenido de las hojas frescas
de E. foetidum colombiano fue de 0,2 %; en la tesis de postgrado de Rodriguez, J, en 2014 se
determiné que el porcentaje de rendimiento fue de 0.01% de las hojas frescas del Eryngium
foetidum en un estudio realizado en PerU; en la tesis de pregrado de Rivera, L. en 2017 en un
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estudio comparativo del aceite esencial de sacha culantro Eryngium foetidum L., de diferentes
lugares de la region amazonas se reportd un porcentaje de rendimiento de las partes aéreas de
0.04%; en un estudio realizado en Santo Tomés El principe, un pais africano, se publicd un
porcentaje de rendimiento del aceite esencial de las partes aéreas secadas al aire, de dos muestras
de E. foetidum, los cuales fueron del 0.17% y del 0.18%.

Esto confirma lo concluido por Amin y colaboradores en 2012, en donde indica que la
variabilidad del porcentaje de rendimiento se debe a factores como la variacion especifica de
cultivo o poblacién, condiciones climaticas y de crecimiento, origen geografico, edad de las

hierbas o los diferentes métodos de procesamiento y analisis utilizados en el proceso.

En este estudio en particular, se determind un porcentaje de rendimiento en promedio de 0.156%,
ver Tabla No. 1. Tomando en consideracion los datos anteriormente reportados, el mayor
porcentaje de rendimiento obtenido fue el del estudio colombiano con un 0.2 %, y, el menor
porcentaje de rendimiento fue 0.01% en el estudio realizado en Perd; el porcentaje de rendimiento
de este estudio se encontro dentro de ese rango reportado. Cabe mencionar que el clima de los
paises de estos tres estudios es un clima intertropical. Sin embargo, la farmacéutica Xetley, S.A,
en su pagina web principal muestra las especificaciones climaticas para estabilidades
contemplando temperatura y humedad de cada region de las Américas, en donde se determino
que la zona climética para Guatemala es la zona IVa correspondiente a un clima calido himedo
con una temperatura generalmente mayor a 22 °C y una presion atmosférica mayor de 15 a 20
hPa. Ahora bien, para el Ecuador y Colombia la zona climética es Vb, la cual corresponde a un
clima caliente y muy humedo con una temperatura mayor a 22 °C pero una presion atmosférica
mayor a 27 hPa. Esto nos indica que la variacion climética no es significativa para la extraccion
de aceite esencial del Samat ya que tanto Per( con el menor porcentaje de rendimiento, como
Colombia con el mayor porcentaje se encuentran en la misma categoria de zona caliente y muy
himeda. Por lo tanto, se demuestra que el tipo de cultivo, la recoleccién de la muestra y el método
de extraccion de aceites es lo que determina el porcentaje de rendimiento de la droga vegetal
analizada. Para este estudio la droga vegetal fue recolectada en el departamento de Guatemala,
en el municipio de Villa Canales con una Latitud: 14.478660650520906 y Longitud: -
90.50961166048644 (Google Maps, s.f.; Xetley, 2019).
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El rendimiento experimental de materia seca en este estudio mostrd ser muy inferior a lo reportado
en otros paises con diferentes zonas climaticas, esto origind un reto mayor para la obtencion del
volumen necesario para la realizacion de la prueba de difusion en discos. Por lo que, Unicamente
2 de las 9 extracciones se realizaron con materia vegetal seca, el resto se realizé con materia
vegetal fresca, observandose una mejoria significativa; entrando en rangos aun inferiores, pero

mas significativos como en otros paises.

En el anexo No. 1, se muestra el equipo neoclevenger utilizado para la extraccion del aceite. La
hidrodestilacion debe realizarse con materia vegetal con un porcentaje de humedad menor al 10%,
en su mayoria es suficiente para realizar una extraccion eficaz; sin embargo, en este caso en
particular, la materia seca presentd un porcentaje de rendimiento del 0.0008%, por lo que procedi6
a realizarse con materia vegetal fresca. La materia vegetal del estudio se recolecto6 alrededor de
dos horas antes de la extraccion, para mejorar el porcentaje de rendimiento; lo cual, comparado
con la extraccion de materia seca mostré una mejoria significativa, pero aun asi fue muy escasa
la extraccion, sin embargo, suficiente para completar los analisis del estudio. El porcentaje de
rendimiento del aceite esencial de Samat en este estudio, es comparable con los datos obtenidos

en estudios realizados en otras zonas y regiones.

Respecto a la evaluacion del potencial antibidtico; en este estudio se llevo a cabo una metodologia
con 12 repeticiones por cada volumen utilizado. En la tabla 8.2 se observan los resultados
obtenidos; en donde se evaluaron cuatro volimenes: 10, 7.5, 5y 2.5 pL; estos frente a un control
negativo que incluyo unicamente el disco en blanco, y un control positivo con Amoxicilina de 10

Mg (Ver anexo 2).

El control positivo (Amoxicilina de 10 pg) obtuvo sensibilidad en cada repeticién realizada. El
control negativo mostro inactividad antibacteriana frente a la cepa de E. coli ATCC 8739, lo cual

evidencia mayor certeza en los resultados obtenidos en este estudio.

Lingaraju y colaboradores en el 2016 realizaron un estudio en la India para evaluar la actividad
antibacteriana y antifungica de diferentes extractos de Samat. Ellos determinaron que los
extractos obtenidos con Soxhlet utilizando solventes organicos como éter de petroleo, acetato de

etilo y metanol mostraron actividad antibacteriana frente a E. coli con un halo de inhibicion de
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14, 17 y 15 mm respectivamente contra los 25 mm de inhibicion del control positivo, para el cual
utilizaron gentamicina. En comparacion, en la tabla 8.2 se muestran los resultados obtenidos en
cada medicion de este estudio. Los discos impregnados con diferentes volumenes evidenciaron
inactividad antibacteriana del aceite esencial de Eryngium foetidum frente a la cepa de E. coli
ATCC 8739. Esto debido a que todos los discos impregnados con los diferentes volimenes del
aceite presentaron un halo de inhibicion nulo, exactamente igual a lo reportado con el control
negativo (el cual consistié en papel filtro Gnicamente). Se concluye que el Samat de este estudio
no cuenta con actividad antibacteriana frente a E. coli ATCC 8739. Dentro de las posibles
variables que pudieron afectar los resultados obtenidos, se encuentran que a diferencia de la
materia vegetal de la India recolectada en una zona fresca y humeda y el aceite esencial extraido
con solventes organicos; el Samat de este estudio se recolectd en una zona calida himeda vy el
aceite esencial se extrajo mediante el método de arrastre de vapor. Esto nos indica que el método
de extraccion y el clima de recoleccién son factores influyentes en la potencial actividad

antibacteriana del Samat. VVer Anexos del 13.3 al 13.6.

La determinacion de la composicion quimica del aceite esencial mediante el método de
cromatografia de gases-masas, se realiz6 en el Centro de Informacion y Asesoria Toxicologica -
CIAT-. Se evidencio que al evaluar la composicion quimica del aceite esencial de este estudio,
mediante cromatografia de gases-masas, este no presento el trans-2-dodecenal o“Eryngial”; esta
molécula cuenta con numerosos estudios en otros paises. Adicional a ello, el porcentaje de
rendimiento del aceite esencial obtenido en estudios antes mencionados, es mayor al obtenido en
este estudio. Cabe mencionar que incluso existe una patente en proceso por dicha molécula en
Estados Unidos.

Segun Amin y colaboradores en 2012, reportaron que el nivel mas alto registrado de E-2-
dodecenal en el aceite de E. foetidum “Eryngial” (ver anexo 13.7), era de Malasia (59,72%) y
Vietnam del Sur (58-67%). También se han documentado en la literatura cientifica los niveles de
E-2-dodecenal en diferentes ubicaciones, como lo es; India (45,9%), Vietnam (45,5%),
Bangladesh (37,4%), Los Andes de Venezuela (27,5%), Nepal occidental (58,1%), y en Africa
occidental (15,9-37,5%). Este mismo es un compuesto de menor importancia en el aceite de

especies que crecen en Cuba y Taiwan.
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Esta informacion nos orienta a inferir que de acuerdo con los resultados de la actual investigacion,
la actividad antibacteriana del Samat proviene del Eryngial; por lo que, la ausencia de esta

molécula da como respuesta una actividad antibacteriana nula.

Hacen falta mas estudios del Samat guatemalteco para comprobar y validar la importancia del
Eryngial, o bien evaluar sus posibles actividades farmacoldgicas. Asi mismo, en Forbes y
colaboradores en 2013, se determind que el Eryngial presento actividad antihelmintica, esto nos
orienta a considerar que el Samat de Guatemala no cuenta con esta actividad debido a la ausencia

del Eryngial que presentd este estudio.

En la tabla No. 3 se describen los compuestos més relevantes del estudio de gases-masas del
aceite esencial de E. foetidum guatemalteco. La cromatografia completa se encuentra en el anexo
13.8.

Es importante mencionar que en diversos estudios como en Jaramillo y colaboradores en 2011 se
determin6 que la composicion quimica mediante CG-SM (cromatografia de gases y
espectrometria de masas) presentd un alto porcentaje de aldehidos alifaticos (E-2-dodecenal, 5-
dodeceno, tetradecanal, tetradecenal) y aromaticos (2,4,6-trimetilbenzaldehido, 3,4,5-
trimetilfenol) en donde su compuesto mayoritario fue el E-2-dodecenal “Eryngial” con un 43.96
%.

En otro estudio, del autor Banout y colaboradores en 2010 publicado en Peru se identificd
mediante cromatografia de gases al 2-dodecenal como componente principal del aceite esencial
de culantro con un promedio de 61.8 a 62.2%, seguido de n-dodecanal con 10.9 a 15.5%, E-2-
tetradecanal con 6.7 a 7.6% y 1-tetradecano con 3.6 a 5.7%.

Martins y colaboradores en 2003 presentaron un articulo del estudio realizado en Santo Toméas y
Principe en donde se indic6 que de todos los componentes encontrados por cromatografia de gases
en el aceite esencial, el 2,3,6-trimetilbenzaldehido presentd un porcentaje de 23,7%; siendo el
compuesto principal en la muestra 1, y (E) -2-dodecenal con 37,5% fue el componente principal
de la muestra 2.

En 2008, Nguyen y colaboradores publicaron un estudio de Vietnam en donde se determind
mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas los compuestos mas importantes, los

cuales fueron el duraldehido con 5,78%, lauraldehido con 11,53% y 2-dodecenal con 57,79%.
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En un estudio de tesis en Peru para obtencion del titulo de Maestria en alimentos realizado por
José Rodriguez, se determin6 mediante cromatografia de gases que la presencia de p-cymeno, 1-
undeceno, undecano, decanal, 1-decanol, 2,6,10- trimetiltetradecano, undecanal, 2,4,6-
trimetilfenol, 2,4,5-trimetilbezaldehido, &cido céaprico, dodecanal, trans-2-undecen-1-ol, 2-
dodecenal, &cido 2,4,6- trimetilbenzoico, nonadecano, acido laurico, tetradecanal, acido linoleico,
acido miristico,1-nonadecene, acido palmitico y acido oleico; en donde el 2-dodecenal estuvo

presente; sin embargo, no como componente principal como se ha detallado en otros estudios.

En la region de Amazonas se llevd a cabo un estudio de tesis de Lewis Rivera en el 2017 y se
determiné como componente mayoritario el 13-Octadecenal, (Z) con 55,95% y el alpha-Pineno
con un 23,41%. En este estudio no se encontré el 2-dodecenal en ninguna muestra recolectada.
En la mayoria de los estudios mencionados se denotd al E-2-dodecenal como componente
principal. Sin embargo, en este estudio estuvo ausente como componente del aceite esencial. Por
lo que, esta investigacion aporta evidencia que la posible actividad antibacteriana del aceite
esencial de E. foetidum se deba al trans-2-dodecenal (Eryngial).

Por otro lado, el Samat de este estudio presentd diferentes alcoholes, aldehidos aromaticos y
alifaticos, entre los que se destacan el 10-Cloro-1-decanol con un 100 %, el 1,2,3,4-tetrametil-
ciclohexano con 77.23 %, Bencenoetanamina, alfa,2,6-trimetil con 60.61 % y 2-terc-butil-3,3-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidropiridina con 51.62%.

De igual manera se identific6 con un 25.12% el Dodecanal (Lauraldehido) y el 2,4,6-
trimetilbenzaldehido con 7.52%. Estos compuestos son mencionados como compuestos
principales en diferentes estudios regionales ya referidos; sin embargo, no presentaron actividad

antibacteriana frente a la cepa ATCC 8739 de E. coli.

Para el analisis estadistico de los resultados, se llevo a cabo la prueba binomial (ver metodologia).
En donde el nivel de confianza para cada analisis realizado debia ser mayor al 90%. La k
representa el nimero de éxitos necesarios para obtener el nivel de confianza requerido; y N indica
el nimero de repeticiones realizadas. Por lo que, en el ensayo se efectuaron 12 repeticiones que
como minimo requieren un nimero de 8 aciertos para entrar en el nivel de confianza requerido,
por lo que este estudio no presentd el andlisis estadistico requerido debido a que el namero de

aciertos corresponde a 0, lo que implica una totalidad estadistica de confianza nula.
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La hipdtesis de la presente investigacion es nula debido a que se determind que el aceite esencial
de Eryngium foetidum Samat no presento actividad antibacteriana frente a la cepa ATCC 8739 de
Escherichia coli. Por lo que, se sugiere continuar con estudios de especies vegetales aromaticas
para evaluar su posible efecto antibacteriano y contribuir a la academia en tan importantes

aplicaciones de beneficio para la poblacion en general.
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10. CONCLUSIONES

El aceite esencial de Eryngium foetidum evaluado frente a Escherichia coli
ATCC 8739, mediante el método de difusion en discos, bajo las
condiciones ensayadas no presentd actividad antibacteriana, pero no se

descarta que bajo otras condiciones pueda tener dicha actividad bioldgica.
La hipdtesis planteada para este estudio es nula.

El mayor porcentaje de rendimiento del aceite esencial se obtuvo con

materia vegetal fresca.
La concentracidn inhibitoria minima estuvo ausente en éste estudio.

El porcentaje de rendimiento obtenido del aceite esencial de la materia
vegetal seca de E. foetidum fue de 0.000534 y 0.008430 % y el promedio
del porcentaje de rendimiento obtenido del aceite esencial de la materia
vegetal fresca de E. foetidum fue de 0.154000 %.

El analisis realizado por cromatografia de gases y espectrometria de masas
reveld en el aceite esencial obtenido de E. foetidum de Guatemala, la
ausencia del compuesto E-2-dodecenal, el cual es el componente al que se

le atribuyen las diferentes actividades farmacoldgicas del Samat.

Los compuestos quimicos con mayor porcentaje detectados mediante
cromatografia de gases y espectrometria de masas en el aceite esencial de
E. foetidum fueron el 10-Cloro-1-decanol con un 100 %, el 1,2,3,4-
tetrametil-ciclohexano con 77.23 %, Bencenoetanamina, alfa,2,6-trimetil
con 60.61 % vy 2-terc-butil-3,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidropiridina con
51.62%.

Los compuestos de mayor relevancia detectados en estudios previos,
realizados en otros paises mediante cromatografia de gases Yy
espectrometria de masas y que estuvieron presentes en el aceite esencial
de E. foetidum de Guatemala, fueron el dodecanal (lauraldehido) con un
25.12% y el 2,4,6-trimetilbenzaldehido 7.52%.
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11. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antihelmintica, antioxidante, antipalidica vy
antiinflamatoria del aceite esencial de Eryngium foetidum de Guatemala
debido a que estas actividades farmacoldgicas han sido reportadas con

éxito en otros estudios.

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto del Samat con una
metodologia que incluya solventes organicos como éter de petrdleo,
cloroformo, acetato de etilo y metanol debido que se han reportado
resultados positivos de actividad antibacteriana en un estudio Hindu
publicado en el 2016.

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto de E. foetidum con cepas
bacterianas diferentes a E. coli como lo son Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa ya que se ha reportado
actividad antibacteriana frente a estas cepas en otro estudio publicado en
India en el 2016.
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13. ANEXOS

13.1. Extraccion de aceites esenciales de la hoja y el tallo de Samat con Neoclevenger en

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-

Fuente: Datos experimentales

13.2.Discos de amoxicilina de 10 ug

Fuente: Datos experimentales
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13.3. Prueba de actividad antibiotica con 2.5 pL de aceite esencial de Samat (E. foetidum)
por el método de difusion en disco.

Fuente: Datos experimentales

13.4.Prueba de actividad antibiotica con 5.0 puL de aceite esencial de Samat (E. foetidum)
por el método de difusion en disco.

Fuente: Datos experimentales
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13.5.Prueba de actividad antibiotica con 7.5 pL de aceite esencial de Samat (E. foetidum)

por el método de difusion en disco.

Fuente: Datos experimentales

13.6. Prueba de actividad antibidtica con 10.0 uL de aceite esencial de Samat (E.

foetidum) por el método de difusion en disco.

Fuente: Datos experimentales



13.7.Estructura molecular del E-2-dodecenal “Eryngial”
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Fuente: PubChem, 2018

13.8.Composicién quimica del aceite esencial de Samat (Eryngium foetidum) identificado

en el Centro de Informacion y Asesoria Toxicoldgica
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126.04.21AE Eryngium foetidum SamatB
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Cromatograma del aceite esencial de E. foetidum realizado por el -CIAT-
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Fuente: Datos experimentales, CIAT
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Composicion quimica del aceite esencial de Samat (Eryngium foetidum)

identificado en Colombia obtenido por hidrodestilacion.

No. Pico Compuesto IK Area relativa (%)
1 p-cimeno 1 026 1,16 £ 0,17
2 Undecano 1100 0,25 £ 0,19
3 Nonanal 1102 0,56 £ 0,09
4 p-cimen-8-ol 1188 0,58 £ 0,06
5 Decanal 1200 1,24 + 0,23
5] Decenal 1 259 0,65 £ 0,19
7 Undecanal 1303 1,40 + 0,88
8 1,2-Oxido de dodeceno 1315 0,50 £ 0,02
9 2,4,6- trimetil benzaldehido (duraldehido) | 1 320 2,24 £ 0,37
10 3,4,5-trimetil fenol 1331 3,08 £ 0,12
11 Undecanol 1364 0,50 £ 0,09
12 Dodecanal (lauraldehido) 1412 1,23 + 0,14
13 2-Dodecen-1-al 1 466 43,96 * 0,06
14 E-Dodeceno 1 568 30,15 £ 0,48
15 Tridecenal 1573 1,89 £ 0,13
16 Tetradecanal 1602 5,28 + 0,14
17 NI 1678 0,67 + 0,68
18 Tetradecenal 1690 5,41 + 0,22

Fuente: Jaramillo, Duarte, & Martelo 2011.



13.11. Hoja de determinacion botanica de Samat por el Herbario BIGU
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Certificado de andlisis de la cepa de Escherichia coli ATCC 8739
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Instructivo para patron de turbidez McFarland No. 0.5

.m Patrén de turbidez BBL preparade CE

McFarland Turbidiny Standard Mo. 0.5 EE08AT1IAL
Consulte ol glosaria de simbales al final del praspects. 200602
Espadiol

USD PREVISTOH
Los patrones de MoFarland e utilzan Comd patronas oo turbieder on la preparacion e suspensanas de
microonganismos. I patron 0,5 do McFarland tiene una anlicacian espocal on La preparackan de indoulos
parala o prusbas de

RESUMEN ¥ EXPLICACION
Uno do bas primaros Lecs de 13 turbide? para ol ciloula do pablaciones bacerianas fue en |3 proparacian
de vacunas'. En 1307 MicFariand desarrelld una serke de soluciones de sulfato de bark para calcular
aprasmadaments el nimen de bacerias en solucones de urbidez equivalento, segun ko determinado
por los recuenibos en placa™.
La realzackin de pruebas de sersibilidad requiene el wsa de indculos essandas. El patron 0,5 de McFariand
2 utiliza para la preparacice do indcubas en dilucien do agar estandarzade, procedimiantos do maco y
microditucion de calda, de difision en disco y pruebas de sersibilidad para organismes anaerobics™®.
PRINCIFIOS DEL PROCEDIMIENTO
Las noemras de turlbiidez $o preparan maeclando produtos QUIMEos Que QENaran precipitesd n para
fonmar una soluciin de turbidez repreducible’. Los patrones de McFarland se preparan afladienda cido
sutfirkon a unia soludcn acussa de o oner de bario que produce la fermacion de un precipitado de
sulfato de bario suspendida.
El patrén 05 do McFariand conosponde Jnradmadamente 3 una suspensin homegénea de Exchorichia
call de 1,5 » 107 cilulas par mL".
REACTIVOS
McFariand Turbidity Standard Mo
Formiula aprodimada por 100 mL n:qu: purificaca
Acido suithirice, 0,18 M .
Cloruro de barie, 0,048 M
Advertencias y lones:
Fara uso diagrastico in witra.
Loe tubos con tapas Jjurtadas doben Jbrise con cuidado para evitar ksiones por 1a roswa del widhio.
Emplear una tonica aséptica y soguir s precauciones habituales coetra ricsgos microbiologices durante
todo el procesa. Después de su utilizackn, los iubos preparadas, bas reciplentes de muestras y otros
materiales eontaminadas doben ertorilizarm on sutoclave antes de ser desochadon.

para el Enel guardar los fubos en un lugar
asCuUro 3 una temperatura de 2 - 25 °C. Evitar la congelacion y e sobrecalentamiento. Penmitic gue
akcancen la temperatura ambienie antes de wilizarkos.
Detericno uctcc Mo utilizas los Tuboes s| muestran evidencia de contaminacicn micronlana,
docolorackan, deshidratacion o cualguier otra signa de detorioro.
PROCEDIMIENTO
Maserlal suministrado: McFariand Turbidity Standard Na. 0.5

poro o Modios de cultive auillar, reactivos, organismos pasa
«l conérel de calidad y el equipo de Laboratorio gue s requiere para lievar a @ba este procedimienta.
Procediméento del andlisis: Agitar wigarasamente el patron de furbidez en un virtex mecinico
momentas andes de sw uhilzacidn.
Conuna luz adecuada, comparar |a turbidez de una suspersion bactesiana con |a turbidez del patran,
soatoniendo bos tubos cantra un fondo blanca con linoas negras hosizontales de contrasto.

Tambien & puede utilizar ¢ patran de turbidez para nomealizar los medidores de turtidez
edeciromitricos.

Controd de calidad del usuario:
1. Examinar sl bos tubcs presentan [camo s "Deteriaro del praducta”).
2. Desputs de agln:r-ngam:mnnunnun wirtex mecanico, comprabar la dersicad del patnon de
turbicez determinando L absorcion mediante un ofottmetra con un haz lsmincso de ¥ om ¥
Ia cubeta correspondiente. La absorcion 3 625 nm debe ser de 0,08 20,10,
€l cantrol de calidad debe llevarse a cabo confarme a la normativa local wio nacional, 3 los egquisitos do
yalos estandar de contral de calidad del labaratoria. 5¢
ttar las de NOCLS y LA £ para clbener
infarmacitn scarca de |as practicas adecuadas de contral de calidad.
RESULTADOS
Bl uso del patron 0.5 de McFarand permitina [ preparacicn de indcuos normalizades para uso en los
procedimientos de prueba de sensibildad antimicrobianas’.
UMITACIONES DEL FROCEDIMIENTO
La exposicon del patran a la luz durare el
CARACTERISTICAS DE RENDHMIENTO
Antes do su lanzamiento 31 mercade, mamlm lortes de McFariand Turb idity Standard Ma. 0.5 s& analizan
que | m dentro del intealo aceptabile.

afectara de turbider.

MSPOMIEILIDAD
W de cat ion

9798 BBL McFarland Turbidity Standard No. 005, pat. de 10 tubos do tamano K
REFERENCIAS

L Loran, V. fed}. 1886 Antibictic: in lehoratory medicine, 2nd ed. Wik & Wilkim, Baitimens.

in unpemi nm ueed for

2. Mcfardand L oTa07. - imwtrument for of
cakulating the opsonic index and for vercine. § Am. Med. Sasce. 45:1176-1178
A Parbes BA, OF Sahe, ard A% Weisihed. 1998 Bailey & ieon's disgrotie micrsbiclogy, Dot s Mesby, inc, 8 Loi.

Fage— L 2003, Aper MIT-AB. Mathads for dilution.
[ ly, §th ol Matioral Czrmenittos o Clinical Labzratary.
Stardards, Wiyre, Fa
4 Wational L 2003 =
bt B e fior Chinicsl Laboratary Stardarch, Wiyne, Fa

& L 20m MI1-A8. Muthod for amtimicrotial
Srmapeiitng vy e arusarobi asctarie, St . Natiaral Ecemesifoes for Cliécal Laboratary Standards, Wayre, Fa

B0, 3 Loga and BiL are trademarka of Becton, Didkinson and Company.
s

Fuente: Dickinson and Company 2005.
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Extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion

Es llamado comunmente: destilacion por arrastre de vapor, extraccion por arrastre,
hidrodestilacion, hidrodifusion o hidroextraccion. Consiste en poner a hervir agua,
bien sea por fuego directo, camisa de vapor o camisa de aceite, en la cual se ha
sumergido previamente el material vegetal, preferiblemente en polvo, con el objeto
de que el vapor de agua ejerza su accién en el mayor numero posible de particulas
vegetales. Conforme el vapor entra en contacto con el lecho, la materia prima se
calienta y va liberando el aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a su
alta volatilidad se va evaporando. Al ser soluble en el vapor circundante, es
“arrastrado”, corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador. La mezcla, vapor
saturado y aceite esencial, fluye hacia un condensador, mediante un “cuello de
cisne” o prolongacion curvada del conducto de salida del hidrodestilador. En el
condensador, la mezcla es condensada y enfriada, hasta la temperatura ambiental.
A la salida del condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable. La cual, es
separada en un decantador dindmico o florentino. Este equipo esta lleno de agua
fria al inicio de la operacion y el aceite esencial se va acumulando, debido a su casi
inmiscibilidad en el agua y a la diferencia de densidad y viscosidad con el agua.
El material vegetal aromatico siempre debe encontrarse en contacto con el agua,
para asi evitar el sobrecalentamiento y la carbonizacion del mismo. Debe
mantenerse en constante agitacion para evitar que se aglomere o sedimente al
adherirse a las paredes del recipiente, lo cual puede provocar también su
degradacion térmica (Cerpa, 2007; SENA, 2004).

Técnica de difusion de discos

Este es un método cualitativo, que se caracteriza por ser facilmente estandarizable
y que esta indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento rapido.
Partiendo de una muestra clinica siempre se debe realizar un cultivo puro para
poder comenzar el estudio de la sensibilidad antibidtica. Para esto se utiliza la
técnica de aislamiento en placas que contengan un medio adecuado para la cepa
en estudio (al cual ademé&s se le deben otorgar las condiciones atmosféricas

especificas de esa cepa). El antibiograma por disco difusion basado en el trabajo
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de Bauer, Kirby y colaboradores, es uno de los métodos que el NCCLS (Comité
Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos) recomienda para la determinacion
de la sensibilidad bacteriana a los antibiéticos. EI método de difusion de discos
consiste en depositar en la superficie de una placa de agar Mdueller-Hinton
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel de filtro
impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco impregnado en
antibidtico se pone en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe
agua y el antibidtico difunde por el agar, formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas de incubacion, los discos pueden o no
aparecer rodeados por una zona de inhibicidn de crecimiento bacteriano (Taroco,
Seija, & Vignoli, 2008: Sanabria-Galindo, Mendoza, y Moreno, 1998)
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