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RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

Siparuna gesnerioides (Kunth) pertenece a la familia Siparunaceae, (género Siparuna) de la cual se conocen
varios referentes etnobotanicos en Latinoamérica por sus propiedades ansioliticas, antioxidantes,
antimicrobiana, entre otros. En Colombia no se han reportado estudios para esta especie, siendo nativa de la
region del Huila. Su aroma caracteristico fue de interés en el desarrollo de esta propuesta de investigacion,
que consistio en el aislamiento de sus aceites esenciales mediante tres métodos: Hidrodestilacion simple (HD),
Arrastre con vapor de agua (SD) e Hidrodestilacion asistida por microondas (MWHD); presentando mejor
rendimiento con la técnica MWHD, en comparacion con la técnica SD. Mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas se identificaron 46 compuestos de naturaleza: cetonica, acidos, alcoholes
y sesquiterpenos como lo son (+) -Espatulenol, 10-epi-elemol, Nerolidol, Mircenol, 2-Decanona, el
Hidroperdxido de terc-butilo y el a-Bisabolol; evaluados para determinar su potencial antimicrobiano contra
Salmonella enteritidis a diferentes concentraciones. Las bacterias se inocularon en Agar TSA y medios con
diferentes pulpas de frutas. La actividad antimicrobiana de los AE de S. gesnerioides (Kunth) demostraron
inhibicién contra Salmonella enteritidis en todas las concentraciones. La presencia de los halos inhibitorio de
mayor medida se presenté en concentraciones de 5000 y 50000 ppm con una medida de 2,0559 mm (+0,8841)
y 2,9719mm (+1,2574) respectivamente, para la concentracion de 1000 ppm un halo de inhibicion de 1,7149
mm (+ 0,3483); para el AE en estado puro un valor de 6,6887 mm (+ 0,0679); esto en comparacion con la

ampicilina (control positivo) empleado en este estudio.
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ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Siparuna gesnerioides (Kunth) belongs to the family Siparunaceae, (genus Siparuna) of which several
ethnobotanical references are known in Latin America for its anxiolytic, antioxidant and antimicrobial properties,
among others. In Colombia no studies have been reported for this species, being native to the Huila region. Its
characteristic aroma was of interest in the development of this research proposal, which consisted in the
isolation of its essential oils by three methods: simple hydrodistillation (HD), steam distillation (SD) and
microwave-assisted hydrodistillation (MWHD); presenting better performance with the MWHD technique,
compared to the SD technique. By means of gas chromatography coupled to mass spectrometry, 46
compounds of ketone, acids, alcohols and sesquiterpenes such as (+)-Espatulenol, 10-epi-elemol, Nerolidol,
Myrcenol, 2-Decanone, tert-butyl hydroperoxide and a-Bisabolol were identified and evaluated to determine
their antimicrobial potential against Salmonella enteritidis at different concentrations. The bacteria were
inoculated on TSA Agar and media with different fruit pulps. The antimicrobial activity of S. gesnerioides (Kunth)
EOs showed inhibition against Salmonella enteritidis at all concentrations. The presence of the inhibitory halos
of greater measure was presented in concentrations of 5000 and 50000 ppm with a measure of 2.0559 mm
(20.8841) and 2.9719mm (£1.2574) respectively, for the concentration of 1000 ppm an inhibition halo of 1.7149
mm (£ 0.3483); for the EO in pure state a value of 6.6887 mm (+ 0.0679); this in comparison with ampicillin
(positive control) used in this study.
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AISLAMIENTO, CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION
QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Siparuna gesnerioides (Kunth) Y
SU EVALUACION COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS CONTRA
Salmonella enteritidis.

Resumen

Siparuna gesnerioides (Kunth) pertenece a la familia Siparunaceae, (género
Siparuna) de la cual se conocen varios referentes etnobotanicos en Latinoamérica por
sus propiedades ansioliticas, antioxidantes, tripanocida, antimicrobiana, antitumoral y
antiofidica. Cabe resaltar que, en Colombia no se han reportado estudios para esta
especie, siendo nativa de la regidn del Huila. Su aroma caracteristico fue de interés en el
desarrollo de esta propuesta de investigacion, consistio en el aislamiento de los aceites
esenciales de sus hojas y tallos, por tres métodos: Hidrodestilacion simple (HD),
Arrastre con vapor de agua (SD) e Hidrodestilacion asistida por microondas (MWHD);
presentando el mejor rendimiento con la técnica MWHD, en comparacion con la técnica
SD en hojas. Los aceites esenciales fueron caracterizados por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas para la identificacion de su composicién quimica,
encontrandose los siguientes compuestos: cetonas, acidos, alcoholes y sesquiterpenos
como (+) -Espatulenol, 10-epi-elemol, Nerolidol, Mircenol, 2-Decanona, el
Hidroperoxido de terc-butilo y el a-Bisabolol. Se realizé evaluacion para determinar su
potencial antimicrobiano contra cepas de Salmonella enteritidis a 5000 ppm, 10000
ppm, 50000 ppm, y en su forma intacta, ya que es una bacteria que se encuentra entre las
cuatro primeras causas de enfermedades diarreicas en el mundo, presente en los
alimentos como carnes (pollo), vegetales y frutas (irrigacion de cultivos con agua
contaminada). El crecimiento bacteriano se realizo en medio de cultivo TSA 'y en un
medio con pulpa de diferentes frutas (Maracuya, Fresa, Guanabana, Melon, Papaya y
Tomate). Tres de las seis pulpas de frutas empleadas fueron manipuladas con
anterioridad por el personal de la despulpadora Archila quienes donaron el producto y

las otras tres pulpas fueron adquiridas de manera comercial. La actividad antimicrobiana
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de los AE de S. gesnerioides (Kunth) demostraron inhibicion contra Salmonella
enteritidis en todas las concentraciones. Para las frutas adquiridas por la despulpadora
Archila como el Maracuya, los aceites presentaron halos de inhibicion de 1,8134 mm (
0,4360) a 5000 ppm, 1,7149 mm (+ 0,34832) a 10000 ppm, 1,5278 mm (z 0,81954) a
50000 ppm y 2,3102 mm (£ 0,65803) en su forma intacta; en la Guanabana, los aceites
mostraron halos de inhibicion de 1,6206 mm (z 0,2078) a 5000 ppm, 1,2336 mm (£
0,2161) a 10000 ppm, 2,6019 mm (£ 0,6343) a 50000 ppm y 6,6887 mm (£ 0,0679) con
AE puro, en la Fresa se aprecio un halo de inhibicion de 4,2001 mm (£5,939) con el
aceite esencial en su forma intacta. En las frutas obtenidas de manera comercial como el
Tomate, los aceites mostraron halos de inhibicion de 2,0559 mm (+0,8841) a 5000 ppm,
1,0386 mm (£1,1109) a 10000 ppm, 2,9719 mm (x1,2574) a 50000 ppm y 3,3524 mm
(x 1,1082) en su forma pura; en el Meldn se presentd halos de inhibicion de 0,5308 mm
(x0,1592) a 5000 ppm, 0,6661 mm (x 0,0564) a 10000 ppm, 0,6147 mm (x 0,3039) a
50000 ppm y 2,002 mm con AE puro.

Finalmente, en la Papaya se exhibieron halos de inhibicién Gnicamente para las
concentraciones de 5000 ppm (1,7924 mm (x0,5603)), 10000 ppm (1,2383 mm
(£0,4410)) y 50000 ppm (1,5209 mm (+0,4723)), en comparacion con ampicilina como

el antibidtico comercial empleado en este estudio, como el control positivo.
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l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fitoquimica es una subdisciplina de la quimica que estudia la materia
empleando conceptos fisicos y quimicos; desde el campo de esta subdisciplina se han
realizado un gran numero de investigaciones con el proposito de descubrir con gran
exactitud, la composicion quimica y los principios de variabilidad de las especies
vegetales; la fitoquimica representa una herramienta indispensable en el descubrimiento
de los principios activos de las plantas, concediendo a otras disciplinas cientificas su
utilizacion en la obtencion de nuevos productos y sustancias, Martinez (2020).

De igual forma, a lo largo del tiempo se ha reconocido que las plantas
proporcionan fuentes potenciales de diferentes clases de componentes quimicos,
(terpenoides, alcaloides, fendlicos y glucésidos) que son productos eficaces para el
tratamiento y control de diversas enfermedades. Los aceites esenciales y sus compuestos
principales, los monoterpenos, se hallan entre las clases mas prometedoras de productos
naturales que pueden emplearse como agentes mas seguros para el control de
enfermedades y plagas, Bassolé y Juliani (2012). Los aceites esenciales tienen diversas
actividades bioldgicas y efectos terapéuticos, que pueden usarse en diferentes industrias
y tratar varios trastornos en humanos, animales, plantas y alimentos. Los aceites
esenciales (AE) son liquidos hidr6fobos, oleosos, volatiles y aromaticos que se pueden
extraer de las plantas, pueden provenir de células o grupos especializados dentro de
regiones particulares de la planta, como tallos, hojas, corteza, madera, follaje, frutos,
semillas y rizomas Graca (2010).

La reciente tendencia al uso de compuestos naturales como medicamentos y
conservantes de alimentos ha llevado a un aumento en el interés por el uso de aceites
esenciales; dichos aceites y sus componentes poseen propiedades antibacterianas,
antivirales, antifingicas, antioxidantes e insecticidas; estas actividades pueden estar
mediadas por compuestos individuales o grupos de compuestos; estos metabolitos
secundarios tienen funciones biologicas en las plantas de las que se originan, como la
proteccién contra depredadores y patdgenos microbianos, asi como la intervencién en

mecanismos de defensa contra el estrés abidtico, Lang y Buchbauer (2011); los aceites

19



esenciales se constituyen como una solida base en el &mbito socioecondmico, y se halla
en un constante crecimiento a nivel global, sin embargo, Colombia es un pais
megabiodiverso, y esta inmensa ventaja comparativa que representa practicamente no ha
repercutido en su desarrollo economico, considerando que no se han realizado
investigaciones que identifiqguen oportunidades de proyectos y programas productivos
que favorezcan el aprovechamiento sostenible y rentable de nuestra biodiversidad,
especificamente en el departamento del Huila el cual cuenta con una amplia gama de
diversidad de especies vegetales, el estudio y produccion de estas sustancias es escasa
debido al poco desarrollo tecnoldgico de la regién que imposibilita la produccién de
aceites esenciales a gran escala segun el Biocomercio Sostenible (2003).

Asimismo, se ha reportado para la familia de la Siparuna, actividad
antimicrobiana, antioxidante, antifingica, tripanocida, presenta efectos inhibidores y
repelentes contra plagas de insectos. De acuerdo con Serra (2017), el uso indiscriminado
e irracional de algunos antibidticos por el hombre, han provocado un aumento gradual
en la resistencia antimicrobiana a nivel mundial, convirtiéndose asi en un verdadero
problema de salud publica.

De acuerdo con el Ministerio de Salud y Proteccion Social - MinSalud (2011) la
Salmonella posee mecanismos que le permiten adherirse a las células epiteliales del
intestino delgado y puede sobrevivir al pH acido del estbmago, ademas, consigue
multiplicarse dentro de las células intestinales y liberar una endotoxina que promueve su
alta capacidad de infectividad a nivel celular; su mecanismo de invasion
tradicionalmente esta limitada a las células del intestino, donde puede causar dafio en las
mucosas del intestino delgado y el colon. En casos de infeccion con especies de
Salmonella enterica se ha determinado que puede incluso atravesar el epitelio del tracto
intestinal, causando inflamacion y liberacién de una enterotoxina y una endotoxina, no
obstante, en recientes brotes alimentarios se han reportado infecciones urinarias y
apendicitis asociadas a Salmonella, indicando un nuevo mecanismo de adaptacion de
este microorganismo a otros tejidos; Barreto et al. (2016) reporta que en personas

portadoras del sindrome de inmunodeficiencia adquirida pueden llegar a sufrir de
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recurrente bacteriemia asociada a Salmonella, colonizando otros tejidos del cuerpo como
huesos, meninges, higado y cerebro.

La Salmonella es catalogada como uno de los patégenos alimentarios mas
importantes en todo el mundo y, el MinSalud (2011) se ha reportado que en el mundo
anualmente se presentan mas de 1,3 billones de casos de salmonelosis y mas de tres
millones de muertes, la tasa de mortalidad en individuos que se han infectado con
Salmonella es tres veces mayor que en personas que no se han expuesto a Salmonella en
el afo siguiente a la patologia, asimismo, Barreto et al. (2016) enuncia que la
Salmonella enterica es uno de los agentes mas relevantes debido a su impacto en la
salud publica y la sanidad animal, tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo. La Salmonella es el agente etiologico bacteriano mas frecuente en los brotes
transmitidos por alimentos.

De igual forma Barreto et al. (2016) también reporta que en un estudio realizado
en Estados Unidos se demostrd que en brotes donde la cepa de Salmonella era sensible a
los antibidticos el porcentaje de hospitalizados era de 8%, mientras que en casos donde
las cepas son multi-resistentes el porcentaje aumentaba a 22%; la Salmonella puede
afectar a cualquier persona, sin embargo, los nifios menores de 5 afos, las personas
inmunocomprometidas y las personas mayores de 50 afios presentan mayor riesgo de
adquirir Salmonelosis, asi como, los grupos socio-econémicos que viven en
hacinamiento.

El Centro de Control de Enfermedades de E.U.A. (CDC) en su ultimo reporte de
amenazas identifica a la Salmonella como una amenaza seria, que requiere de mayor
investigacion, vigilancia y monitoreo, Barreto et al. (2016).

La contaminacién de los alimentos es en general y crea un riesgo potencial, ya
que los errores cometidos en cualquiera de las secciones de la cadena alimentaria como
siembra, cosecha, almacenamiento, manipulacion, transporte, venta y sobre todo en el
momento de la preparacion de las comidas, transforman el riesgo potencial en una

verdadera multiplicacion bacteriana, Parra et al. (2002).
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En consecuencia, es preciso el descubrimiento de nuevos antimicrobianos de
origen natural para reducir las tasas de morbilidad y mortalidad por enfermedades
causadas por patogenos, lo cual hace imprescindible un estudio en donde sea
comprobada la efectividad de los aceites esenciales de la especie Siparuna gesnerioides
(Kunth) A.DC. contra Salmonela; por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta-
problema:

¢Cual es la composicion quimica y el potencial antimicrobiano de los aceites

esenciales de la especie vegetal aromatica Siparuna gesnerioides (Kunth)?
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II. JUSTIFICACION

Hoy en dia, los aceites esenciales son reconocidos por su alto valor medicinal. Los
aceites esenciales se han empleado en la industria como: repelentes, bactericidas,
antiparasitarios, fungicidas, antivirales e insecticidas; tienen una increible, extensa y
variada aplicacion en multiples industrias que fabrican productos necesarios para la
calidad de vida de los seres humanos. Gonzéalez (2019); Muchos de estos productos
contribuyen de forma directa en nuestra salud y bienestar en general; los AE de plantas,
han incentivado la atencion como agentes bioactivos naturales con actividad
antimicrobiana favorable, Mehdizadeh y Moghaddam (2018), ya que son una fuente
potencialmente Util de compuestos antimicrobianos que pueden proporcionar una nueva
alternativa natural para inhibir bacterias como la Salmonella; la cual es un bacilo Gram
negativo que hace parte de la familia Enterobacteriaceae, que actualmente contempla
cerca de 2600 serotipos o serovares; Este género bacteriano se divide en dos especies:
Salmonella enterica (6 subespecies) y Salmonella bongori, Barreto et al. (2016).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (O.M.S), “la Salmonella es
una de las cuatro principales causas de enfermedades diarreicas en el mundo. Cada afio,
1 de cada 10 personas contrae enfermedades por esta bacteria; de acuerdo con la OMS,
77 millones de personas todavia se enferman anualmente por consumir alimentos
contaminados, de estas personas, alrededor de 9.000 mueren al afio y de las personas que
se enferman, 31 millones corresponde a una poblacion menor de 5 afios de los cuales
mueren mas de 2.000, O.M.S (2015).

Muchos de los aislamientos que se han realizado en humanos y en animales de
sangre caliente se relacionan con la subespecie I: Salmonella enterica sub enterica; y el
99% de la enfermedad de salmonelosis se relacionan con este grupo, por otra parte, otras
subespecies de Salmonella enterica y Salmonella bongori se encuentran en el medio
ambiente y en animales de sangre fria (especialmente en los reptiles); en general se
estima que tienen menor virulencia, pero estudios recientes han sefialado nuevos
serotipos responsables de nuevos brotes (S. montevideo, S. hadar). No obstante, otras

subespecies como la Salmonella typhi y Salmonella paratyphi son serotipos
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responsables de causar fiebres entéricas (denominadas como fiebre tifoidea y fiebre
paratifoidea, respectivamente), estos serovares se han logrado adaptar a los tejidos
humanos, y difieren Gnicamente de otros serotipos por su ecologia. Debido a la
diversidad de los serotipos identificados, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
propuesto una clasificacion basada en las combinaciones de sus antigenos, MinSalud
(2011).

El serotipo es el método empleado para diferenciar las cepas de Salmonella mas
alla del nivel de subespecie; estos serotipos son designados sobre la base de la
inmunorreactividad de dos (2) de las estructuras de la superficie celular; basicamente la
estructura antigénica de la Salmonella es muy similar a la de otras enterobacterias, las
cuales presentan dos clases de antigenos principales presentes; los antigenos O
(somaticos) y los antigenos H (flagelares). En algunas cepas se presenta un tercer tipo
como antigeno de superficie, siendo andlogo funcionalmente a los antigenos K de otros
géneros; anteriormente se penso, que esto se relacionaba con la virulencia, asi pues, este
antigeno se denomino antigeno Vi, Alfaro-Mora (2018).

Antigenos O: Son los antigenos de la pared bacteriana, de naturaleza polisacarida,
esta compuesto por cuatro (4) o seis (6) azucares. Existen multiples antigenos O, y a
pesar de ello son los factores O principales, los que sirven para caracterizar los
diferentes tipos antigénicos; los epitopos especificos dentro de este se dividen en dos
categorias:

1. Antigenos del grupo O: Asociados con la configuracién del azicar que
representa el ndcleo de la estructura del antigeno O.

2. Antigenos de O auxiliares: Los cuales son hidratos de carbono adicionales que
se agregan a la estructura del nucleo O, Parra et al. (2002).

Antigenos H: Son antigenos integrados por una proteina, la flagelina, cuya
composicion en aminoacidos es constante para un tipo antigenico definido; pero depende
de dos (2) genes estructurales, que corresponden a la fase 1 y fase 2. La mayoria de las

cepas del género Salmonella pueden expresar las dos especificidades de su antigeno H
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(difésicos), sin embargo, existen algunas que pueden expresar una sola, por ende,
expresan ya sea la fase uno o la fase dos (monofasicas), Parra et al. (2002).

Antigenos k: El unico de este tipo que se conoce en Salmonella es en S. typhi, S.
paratyphi c y S. dublin, debido a que la presencia de este antigeno hace imposible la
aglutinacion de sueros anti O; la expresion de este factor va a depender de al menos dos
genes (ViA + ViB), en la bacteria deben existir ambos genes para que dicha expresion
tenga lugar, Parra et al. (2002).

La salmonelosis es una enfermedad causada por una gran cantidad de especies de
Salmonella, se caracteriza por uno 0 mas de tres signos (septicemias, enteritis aguda que
puede llegar a convertirse en enteritis cronica); esta enfermedad es vista en animales y
ocurre a nivel mundial. Los animales a su vez realizan un papel importante como
reservorios de la infeccion; la salmonelosis es provocada por la ingestion de carne
infectada, leche cruda, huevos, pollo, productos que contienen huevo, repollo y otros
alimentos de los que se sospeche que estén infectados. Otra fuente comin de transmisién
de esta enfermedad son las mascotas reptiles infectadas, por ejemplo, las tortugas; e
inclusive otra fuente es el agua para beber que se encuentre contaminada. Por otra parte,
uno de los tipos de bacteria Salmonella de los miles existentes puede ocasionar fiebre
tifoidea, de igual forma, la mayoria de las infecciones causadas por esta bacteria
ocasionan fiebre, calambres abdominales y diarrea, Parra et al. (2002).

La Salmonella puede estar presente en diferentes fuentes bidticas como por
ejemplo en los humanos, se encuentra en las heces de personas infectadas que pueden
Ilegar a contener un gran nimero de Salmonella y puede excretarlo hasta por 3 meses; la
bacteria de Salmonella posee mecanismos que le permiten adherirse a las células
epiteliales del intestino delgado, ademas puede sobrevivir al pH acido que posee el
estdmago, a su vez, esta bacteria responde al estrés oxidativo causado por el éxido
nitrico o el peroxido de hidrégeno, posee mecanismos que juegan un papel determinante
para la infeccion a nivel celular, del mismo modo, la habilidad de la bacteria Salmonella
para inhibir o resistir el pH de los fagosomas es un mecanismo importante de defensa

que posee, MinSalud (2011); en animales la Salmonella se halla presente en el intestino
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de péjaros, reptiles e insectos (ocasionalmente), Brunia (2008), llegando asi a infectar a
los humanos por medio de su consumo o contacto directo. El cerdo y el pollo son
reconocidos como principales reservorios de Salmonella, y aunque el habitat primario de
la bacteria de Salmonella en pollos es el intestino, de vez en cuando se puede llegar a
encontrarse en otras partes del cuerpo como en el pulmdn, la traquea, el saco aéreo o
incluso en las articulaciones, Brunia (2008); Muchas de las infecciones de origen animal
pasan de manera asintomaticas causando una mayor dificultad para detectarla; dichos
animales pueden ser infectados al recibir concentrados contaminados con Salmonella.

Muchos de los alimentos como la carne de pollo y otros tipos de carne como pavo
o res, provenientes de animales infectados efectiian un importante papel como vehiculo
de transmision de la salmonelosis; asi mismo existen otros alimentos de origen animal
como los huevos, que se relacionan con la transmision de la bacteria, Patrick et al.
(2010). Recientemente, se han asociado alimentos como frutas y vegetales (melones,
tomates, mangos, lechugas, espinacas y semillas germinadas) como posibles vehiculos
de transmision, MinSalud (2011).

La Salmonella que proviene de las heces de los animales puede permanecer en
aguas y pastos, contaminando de esta manera a otros animales, de igual forma, el insecto
puede llegar a ser un vehiculo de contaminacion al posarse sobre las heces contaminadas
y llevandolas a diversos lugares, Parra et al. (2002). Este ciclo favorece la propagacion
de Salmonella, llegando asi de esta manera a infectar al hombre; segin MinSalud (2011)
las rutas principales de transmisién de la Salmonella en humanos se debe al consumo de
alimentos contaminados de los cuales se puede estimar el 90-95% de los casos de
salmonelosis se asocia a dicho consumo; otras vias de trasmision bacteriana incluyen:
contacto directo con personas infectadas y animales infectados ( reptiles utilizados como
mascotas) siendo los nifios el grupo mas vulnerable.

El riesgo de contraer enfermedades de transmision alimentaria es mayor en paises
de bajos y medianos ingresos, ademas de estar vinculada principalmente a la forma de
preparacion de alimentos con agua contaminada, la falta de higiene y las condiciones

inadecuadas en la produccion y el almacenamiento de los alimentos, y a su vez por la
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escasez de leyes en materia de inocuidad de los alimentos o su falta de aplicacion por
parte de las autoridades, O.M.S (2015).

En las ultimas décadas, el aumento de enfermedades transmitidas por alimentos
(E.T.A) asociadas al consumo de alimentos frescos, entre ellos las frutas, ha conducido a
las autoridades sanitarias a considerar estas patologias como un problema de salud
publica.

Dentro de los principales microorganismos patdgenos humanos involucrados en
estos brotes estan las bacterias Escherichia coli 0157:H7, Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes; siendo Salmonella spp. el agente principal. Las frutas se encuentran
expuestas a contaminacion por microorganismos patdégenos antes, durante y después de
su cosecha. En la precosecha la tierra, el agua de riego, la presencia de materia fecal
humana o animal, el tipo de abono utilizado, el aire, y las personas que cuidan las tierras
de cultivo son elementos importantes para tomar en consideracién en cuanto a la
contaminacion por este tipo de patdgenos. En la postcosecha se destacan: la maquinaria
y los equipos, los recipientes, animales domeésticos y silvestres, los trabajadores, el polvo
de la atmosfera y los vehiculos que intervienen en la recoleccién, distribucion y
comercializacion de las frutas y verduras. La naturaleza y la abundancia de la flora
contaminante (bacterias, virus, hongos, parasitos) es muy variable entre los diferentes
tipos de frutas, Gil et al. (2010).

Gran parte de las investigaciones que se han realizado a algunas especies de
Siparuna han sido realizadas por autores de diferentes paises, y estan direccionados a
mostrar su uso potencial para el control de plagas, Ferreira et al. (2017); Toledo et al.
(2019) y, la caracterizacion fisicoquimica, Franke et al. (2014). En cuanto a estudios
fitogquimicos se han llevado a cabo algunas investigaciones internacionales enfocadas a
la actividad bioldgica de especies particulares como la especie Siparuna guianensis,
Andrade, et al. (2014); sin embargo, en el &mbito nacional se han realizado estudios de
la actividad antioxidante y antibacteriana de Siparuna sessiliflora, Pérez et al. (2017)%;
Mahecha (2010)2.
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Por lo tanto, es adecuado buscar distintos métodos que ayuden a los tratamientos
en contra de enfermedades producidas por esta especie; dado que en Colombia se tiene
una gran diversificacion biologica y la presencia de Siparuna gesnerioides (Kunth)
A.DC, se realizara el estudio o investigacion con el fin de comprobar si esta especie
vegetal contiene agentes quimicos contra la Salmonella.

Cabe resaltar, que este es el primer estudio en el &mbito regional, nacional e
internacional, sobre los aceites esenciales y el potencial antimicrobiano de los aceites
esenciales de Siparuna gesnerioides, permitiendo fortalecer no solo los aportes sobre la
especie vegetal, sino que de igual fortalecer la linea investigativa sobre aceites
esenciales dentro del grupo de investigacién en quimica y desarrollo ambiental
(QUIDEA) vy, el semillero de investigacion de la universidad Surcolombiana (SIQUS).
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I1l. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Caracterizar la composicion quimica de los aceites esenciales de la especie
Siparuna gesnerioides (Kunth) A.DC. mediante cromatografia de gases-espectrometria
de masas y evaluar su potencial como agente antimicrobiano contra Salmonella

enteritidis.

3.2. Objetivos Especificos

e Establecer el rendimiento de los aceites esenciales de Siparuna gesnerioides
(Kunth) A.DC. obtenidos mediante hidrodestilacion, destilacion por arrastre con
vapor de agua y destilacion asistida por radiacién microondas.

e Analizar la composicion quimica de los aceites esenciales mediante la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

e Evaluar el potencial antimicrobiano contra Salmonella enteritidis de los Aceites
Esenciales de Siparuna gesnerioides (Kunth) A.DC. mediante la prueba de

difusion en agar.
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IV. MARCO TEORICO

4.1. Generalidades de la Familia Siparunaceae

oo

lustracion N° 1 Siparuna sessiliflora (Kunth) A. DC. Tomada de: David et. al (2014) pag. 215

La familia Siparunaceae esta constituida por arbustos, sub-arbustos y arboles,
los cuales pueden ser dioicos 0 monoicos, pueden llegar a alcanzar hasta los 40 metros
de altura. Rener (2009) incluye a los géneros Siparuna la cual cuenta con un aproximado
de 63 especies distribuidas en América tropical como se cita en Carrillo et al. (2015), y
el género Glossocalyx conformado por sélo una especie la cual se encuentra distribuida
en Africa occidental. En el pasado estos dos géneros estaban incluidos dentro de la
familia Monimiaceae en la tribu Siparunaceae como se cita en Vigosa (2015) cuya
principal caracteristica esta dada por la presencia de anteras con dehiscencia valvar y
6vulos con placentacién basal. En 1970, Schodde propuso a las Siparunaceae como una
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familia independiente de Monimiaceae, ya que las caracteristicas anatomicas y genéticas
tanto de la madera, hojas, flores, polen, morfologia del fruto, embriologia, nimero de
cromosomas, asi como la distribucion geografica y ecoldgica respaldaban esta
separacion Fonseca y Vigosa (2015).

Desde el punto de vista etnoboténico, esta familia representa un alto nivel de
importancia en el aspecto medicinal y econémico, algunas comunidades
centroamericanas y sudamericanas implementan tanto hojas como frutos de algunas
especies en la medicina tradicional para el tratamiento de refriados, tos, fiebre,
enfermedades gastrointestinales y reumatismo, del mismo modo, algunas especies son

maderables y comercializadas, Fonseca y Vigosa (2015).

4.2. Geénero Siparuna

llustracion N° 2 Siparuna thecaphora (Poepp. & Endl.) A. DC. Tomada de: David et. al (2014) pég. 215

Dentro del orden Laurales se encuentra el género Siparuna representado por

aproximadamente 150 especies, ubicados geograficamente desde Centroameérica hasta

31



Suramérica, representado principalmente por arboles, arbustos, subarbustos y/o en
algunos casos lianas que producen aceites esenciales con un olor caracteristico a citrico,
con hojas perennes, clasificadas generalmente como plantas aromaticas, entre sus
metabolitos secundarios se encuentran alcaloides y flavonoides, y una amplia variedad

de actividades bioldgicas, Leitdo (1999).

4.3. Siparuna gesnerioides (Kunth) A. DC.

lustracion N° 3 Estructuras aéreas de Siparuna gesnerioides (Kunth) A. DC. (Hojas, Frutos,
Inflorescencia)

Es un arbusto dioico cuya altura varia entre los 2 a 10 m de alto, densamente
pubescente con tricomas fasciculados, de hojas opuestas, ovaladas de 10 a 28 cm de
largo, y 4 a 10 cm de ancho, apice acuminado, margen denticulado, en cada denticulo
una glandula secretora de agua (hidatodo), base atenuada, papiraceas, con ambas caras
medianamente pubescentes, con tricomas fasciculados. Flores amarillas o anaranjadas;
flores densamente pubescentes, con tricomas fasciculados; perigonio de 4 a 7 tépalos de
hasta 1.4 mm de largo, frecuentemente fusionados en la base; frutos drupaceos grises o
amarillentos, cada uno con un arilo estilar rojo, dentro del receptaculo de color verde
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con manchas claras en estado inmaduro y de color rojo en la maduracion, de 1 a 1.5 cm
de didmetro en seco, subgloboso, coronado o no por los tépalos persistentes, con intenso

aroma a limon, Fonseca y Vigosa (2015).

4.4. Generalidades de la Familia Enterobacteriaceae

Las enterobacterias son microorganismos Gram negativos ubicados
taxondémicamente dentro de las proteobacterias gama y se encuentran estrechamente
relacionados con enfermedades transmitidas por los alimentos provocando episodios
diarreicos, son coco-bacilos o bacilos, no producen esporas, pueden ser moviles o
inmoviles y presentar o no capsulas, metabolicamente pueden ser aerobios o anaerobios
facultativos, capaces de fermentar la glucosa con produccién de acidos y/o gas, se
desarrollan en el suelo, agua y vegetales, hacen parte de la microbiota del intestino de
animales como de humanos.

La familia Enterobacteriaceae, se divide en grupos segln sus caracteristicas
bioquimicas con un total de 44 géneros y 175 especies, de estas, una veintena son
patdgenas, dentro de los géneros y especies de mayor importancia involucradas en los
procesos patoldgicos y estrechamente relacionados a contaminacion alimenticia son
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium y otras Salmonellas,
Shi-gellas spp, Achromobactaer sakazaki, Yersinia enterocolitica, Citrobacter,

Klebsiella, Enterobacter y otras Linzitto y del Lujan (2009).

45. Geénero Salmonella

Dentro de la familia Enterobacteriaceae se encuentra el género Salmonella,
conformada por bacilos Gram negativos, de tipo anaerobios facultativos, flagelados
periticos que le conceden movilidad, son de tipo no esporulados, utilizan el citrato como
unica fuente de carbono, el tipo de metabolismo que poseen es oxidativo y fermentativo;
su crecimiento no requiere de cloruro de sodio y pueden llegar a crecer en
concentraciones que van desde 0.4% al 4%. Los serotipos de Salmonella en su mayoria

crecen en un rango de temperatura de 5°C a 47°C, teniendo como temperatura optima de
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35°C — 37°C, algunas de las especies pueden llegar a desarrollarse a temperaturas de
2°C, 4°C y hasta 54°C; La oscilacion del pH de crecimiento de la Salmonella se
encuentra entre 4 a 9 con un éptimo entre 6.5 a 7.5. El género Salmonella se desarrolla
bien a una actividad de agua (aw) de 0.99 a 0.94, llegando a sobrevivir en alimentos
secos. La inhibicion de crecimiento de este género se desarrolla a temperaturas inferiores
a los 7°C. Dentro de sus caracteristicas encontramos su amplia distribucién, su alto nivel
de patogenicidad y su dificil aislamiento, dentro del sistema de Kauffmann-White se han
identificado 2500 serotipos, siendo la Salmonella entérica, Serovar typhimurium,
Enteritidis y Newport los serotipos mas aislados en alimentos a nivel mundial Gonzalez
et al. (2014).

Al género Salmonella se le imposibilita la fermentacién de lactosa y sacarosa,
pero por el contrario se caracteriza por fermentar glucosa y manosa sin producir gas,
Brooks et al. (2011).

4.6. Antecedentes

En el siguiente apartado se encuentra descrito los estudios de mayor impacto e
interés relacionados con la familia Siparunaceae encontrados en la literatura cientifica,
ademas de algunos estudios relacionados con la obtencion de Aceites Esenciales y su
amplia gama de aplicacién biol6gica como agentes antimicrobianos, tomando como
referencia estudios que datan de 1994 hasta el 2019. Cabe destacar que esta familia ha

sido poco estudiada.
46.1.1. 4.6.1. Internacionales.

Jenett-Siems et al. (2003) realizaron la investigacion fitoquimica de las hojas de
Siparuna pauciflora, asi como su evaluacion contra dos cepas de Plasmodium
falciparum; El analisis de una fraccion cruda de alcaloides de las hojas de S. pauciflora
arrojé como resultado la presencia de las aporfinas: n-boldina, boldina, laurotetaninay N
-metil-laurotetanina, que fueron identificados por comparacion espectral; en este estudio

se demostro la aparicion de la N-metil-lauro-tetanina que no habia sido previamente
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reportada en la especie. Estudios realizados a los extractos de las hojas y tallos de la
planta medicinal ecuatoriana Siparuna macrotepala evidencio la presencia de
sesquiterpenos del grupo cadinano: cadaleno, calamaneno, 7-hidroxi-calamaneno, el
dimero de 7-hidroxi-calamenene de configuracién S,S y dos nuevos compuestos: |-
hidroxi-calamaneno y 1,6-dimetiltetrahidronaftalenona-4 en donde se emple6 el método
de TLC sobre vidrio de silica gel. El-seedi et al. (1994) realizaron estudios de alcaloides
para tres especies de Siparuna: S. dresslerana, S. nicaraguensis y S. patelliformis. Para
S. dresslerana se detecto el alcaloide morfinano y la dienona 0-metilflavinantina y la
flavinantina. Se descubri6 que los tallos de S. nicaraguensis contenian liriodenina, y que
las hojas de S. patelliforrnis contenian pequefias cantidades de alcaloides Gerard et al.
(1986).

Otros estudios como el de Franke et al. (2014) analizaron la composicion
fisicoquimica de los aceites esenciales de Siparuna guianensis aublet y la micrografia de
la hoja de S. guianensis mostrando la presencia de epidermis uniseriada cubierta por una
fina capa de cuticula con tricomas glandulares pegadas en ambos lados, uniseriado,
multicelular, no radiografico predominante en la epidermis abaxial, y sus conductos
secretores, formados por cavidades alargadas resultante de la union de varias células
secretoras epiteliales, recubierto a su vez con células adyacentes; su importancia esta en
la posibilidad de produccion de aceites esenciales y sintesis de monoterpenos, terpenos,
encias y taninos, especialmente durante la floracion de algunas especies de plantas. Se
hallaron sesquiterpenos oxigenados con 75.07% (en masa) y de estos el f-mirceno, con
67.30%, seguido de monoterpenos oxigenados 8,37% en peso, representado basicamente
por 2-undecadona. El resto, como porcentaje en masa (15.83%), no fue identificado con
respecto a su constitucion quimica. La caracterizacion fisica de la investigacion fue
realizada a partir del andlisis TG / DSC el cual permitio verificar el rendimiento térmico
de oxidacion parcial con un evento exotérmico que alcanza un maximo de 148.3 °C.

En estudios realizados por Toledo et al. (2019) y Ferreira et al. (2017) se
analizo6 la composicién cuantitativa y cualitativa de S. guianensis, el cual indicé que el

monoterpeno B-mirceno (45,6%) y la cetona aciclica no terpénica 2-undecanona (17,9%)
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fueron las constituyentes principales de su aceite esencial. Se evidencié ademas su uso
potencial como insecticida contra plagas como el pulgdn verde del melocoton Myzus
persicae (Sulzer), y también sobre dos enemigos naturales: el Ladybeetle predators,
Coleomegilla maculata (DeGeer) y Connexa eriopis (Germar) y las polillas de cera;
presentando estimaciones de la media de supervivencia/ tiempo (LT 50), resultando que
los pulgones expuestos a 1,08 mg de aceite esencial de Negramina /cm? exhibieron un
LT 50 de 4h que no difirié del LT 50 de 5h registrado para deltametrina. En los
bioensayos de repelencia, el nimero de pulgones se redujo en una manera dependiente
de la concentracion con las hojas tratadas con el aceite esencial de Negramina en una
concentracion tan baja como 0.14 mg / cm?; las hojas tratadas con LC1o y LCso del aceite
esencial de Negramina tenia solo 5.0 y 2.5% de pulgones, respectivamente. La
exposicion de larvas o insectos adultos de ambos escarabajos depredadores (C. maculata
y E. connexa) al aceite esencial de Negramina a 1.08 mg /cm? (que corresponde a la LC
95 contra M. persicae) no dio un resultado significativo de mortalidad a mas del 5% de
cualquier fase de desarrollo de ambos depredadores, por otra parte en el estudio
realizado con polillas se evidencio la eficacia del aceite esencial, sobre esta plaga ya que
ninguna larva de la polilla de cera permanecid viva con 24 h de exposicion al aceite de
S. guianensis.

Se encontraron estudios de la composicion quimica del aceite esencial de las
hojas de Siparuna schimpffii diels (Limoncillo) en donde se realizo la extraccion del
aceite por medio de un destilador de acero inoxidable el cual funcioné con el mecanismo
de destilacion de agua y vapor de agua; ademas se emple6 el método de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas encontrandose que el aceite esencial esta
compuesto mayoritariamente por hidrocarburos (91,689 %), y compuestos oxigenados
(8,311 %) dentro de las cuales, un 97,218 % correspondieron a sesquiterpenos y un
2,782 % a monoterpenos. Los componentes mas representativos del aceite esencial de
las hojas de Siparuna schimpffii diels son: germacreno D (35,338 %), biciclogermacreno
(8,730 %), g-muruleno (7,035 %), germacreno B (6,359 %) y el trans-4-cadinadieno
(5,161 %) Noriega et al. (2014).
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La composicion quimica del aceite de las hojas de S. schimpffii tiene cierta
similitud con la de los aceites de Siparuna thecaphora y Siparuna pauciflora, sobre todo
por la presencia de sesquiterpenos como el germacreno A y germacreno D, como
componentes mas abundantes Noriega et al. (2014).

Por ultimo, se encontr6 un estudio realizado por Andrade et al. (2014) quienes
analizaron la actividad antibacteriana, antifungica y tripanocida de los aceites esenciales
de Mollinedia lanceolata (Monimiaceae), Siparuna sessiliflora (Siparunaceae) y Croton
leptostachyus (Euphorbiaceae). Se emplearon métodos como la hidrodestilacion
empleando un aparato Clevenger modificado, cromatografia gas-liquido acoplada a
espectrometria de masas. La evaluacion de la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales se llevo a cabo empleando las bacterias Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella cholerasuis y Pseudomonas aeruginosa.
La evaluacion de la actividad antifungica se realiz6 con Aspergillus flavus, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus niger y Penicillium commune y finalmente se analiz6 la
actividad de los aceites esenciales contra los epimastigotes de Trypanosoma cruzi;
Ambos aceites esenciales mostraron un efecto inhibidor débil con valores altos de MIC
(rango: 125,00 a 500,00 ug/mL) para bacterias Grampositivas, y no presentaron efecto
inhibidor sobre bacterias Gramnegativas. Las bacterias Grampositivas L. monocytogenes
y S. aureus fueron mas susceptibles al aceite esencial de S. guianensis. Por otra parte,
ambos aceites esenciales fueron activos contra todos los hongos evaluados, con
concentraciones inhibitorias que variaron de 7.81 a 250 ug mL™. El aceite esencial de S.
guianensis fue mas efectivo, con valores de MIC mas bajos. La especie A. flavus mostro
una mayor sensibilidad para el aceite esencial de S. guianensis y P. comune que para el
aceite esencial de C. dinisii, mientras que A. carbonarius fue la especie fingica mas
resistente, en comparacién con los dos aceites esenciales evaluados. Todos los
microorganismos fueron sensibles a 20 ug mL-1 de hipoclorito de sodio.

Por ultimo, ambos aceites esenciales mostraron un débil efecto inhibidor sobre el

protozoo T. cruzi, evidenciandose un aumento de la inviabilidad de los epimastigotos
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con concentraciones crecientes de ambos aceites esenciales después de 24 h de
tratamiento. Se obtuvo mejor actividad para S. guianensis Andrade et al. (2014).

4.6.1.2. 4.6.2. Perspectiva de investigaciones con indicaciones clinicas

En una revision de estudios de actividades bioldgicas en especies del género
Siparuna realizado por Mahecha (2010) se distinguen algunas de las indicaciones en el
sector salud; en un estudio realizado a la Siparuna thecaphora se evalu6 el efecto de sus
extractos etanolicos de las ramas y hojas contra el veneno de serpiente, donde se obtuvo
como resultado 50% + 13% de neutralizacidn del veneno, por otra parte, se realizé una
evaluacion a la accién antibacteriana de las especies Siparuna conica y Siparuna
guianensis en donde se report6 una accién positiva sobre bacterias Gram positivas como
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis; en otra de las investigaciones realizadas sobre
Siparunas se examind la Siparuna guianensis, la cual es conocida popularmente como
una planta con usos calmantes e hipnéticos; evaluando asimismo esta actividad en el
extracto de las hojas de la S. guianensis resultando positivo contra la ansiedad, de igual
manera se ha reportado, que la planta contiene actividad sobre el sistema nervioso
central (SNC); en esta misma especie se evaluo el extracto metandlico en concentracion
de 15,74 g por cada 100 gramos de planta seca, evidenciandose actividad
antimicrobiana contra Streptococcus faecalis, Mycobacterium phlei, Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus. Por ultimo, en un estudio realizado a las plantas Siparuna
aspera y Siparuna radiata se evaluaron sus extractos metandlicos de las hojas frente a la
malaria, presentando actividad positiva con un I1Cso de 6.4 = 2.3 ug/mL y un ICso de 21.7
* 7.2 ug/mL, respectivamente; de igual forma, el extracto metandlico de las hojas de
Siparuna radiata presento actividad frente a la Leishmania con un ICso >100 pg/mL.

Para aceites esenciales de Siparuna Sessiliflora, Mahecha (2010) reporto
actividad antitumoral en concentraciones que van desde los 10 a los 100 uM, y a esta
misma concentracion, se determind actividad antiangiogénica, recomendandose en el
desarrollo de medicamentos que tratan las angiogenesis producidas durante el desarrollo

de las células cancerosas.
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Por ultimo, en un estudio realizado por Pérez et al. (2017) se evalud la actividad
antioxidante de los extractos etandlicos de S. sessiliflora con un modelo de células
sanguineas (eritrocitos) donde se logré evidenciar alta toxicidad frente a estas células
evaluadas, a través de la hemolisis. En estos extractos de S. sessiliflora se detectd la
presencia de saponinas, las cuales podrian ser los responsables de la toxicidad limitando

su uso en aplicaciones fitoterapéuticas.

4.6.1.3. 4.6.3. Nacionalesy Regionales.

En la regidn andina se han encontrado aportes significativos en cuanto a
investigaciones de aceites esenciales, tal es el estudio realizado en Medellin- Antioquia
por Martinez M. et al. (2003) donde se mencionaron distintos metodos de extraccion y
aislamiento de los aceites de aproximadamente 60 familias de plantas; entre ellos
destilacion por arrastre con vapor de agua, extraccion con solventes volatiles, extraccién
con fluidos supercriticos y el método de enflorado o enfleurage; asimismo se expone la
definicién y clasificacion de los monoterpenos y sesquiterpenos. De igual forma, se
presentan los diferentes métodos de analisis que se pueden emplear como extraccion y
aislamiento por cromatografia: Cromatografia en columna (CC), en capa fina (TLC),
cromatografia liquida de alta eficiencia (HTPLC), y la cromatografia de gases (CG), por
caracterizacion espectral (infrarrojo, ultravioleta, resonancia magnética nuclear, entre
otras); aungue en el estudio no se empled como muestra la familia Siparuna, el estudio
permite obtener referentes tedricos con respecto a los distintos métodos que se pueden
Ilegar a implementar en este tipo de investigaciones. Stashenko et al. (2014) llevaron a
cabo el estudio comparativo de la composicion quimica y la actividad antioxidante de
los aceites esenciales de algunas plantas del género Lippia (Verbenaceae) cultivadas en
Colombia; realizando aportes en cuanto al uso del método por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas empleada para la extraccion e identificacién de los
compuestos fisicoquimicos del aceite esencial y la implementacion de métodos como

ORAC y TEAC para la evaluacion de la capacidad antioxidante del mismo. En cuanto a
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estudios realizados a los aceites esenciales de la familia Siparuna en el &mbito regional

no se encontraron investigaciones que brinden soporte tedrico a esta investigacion.
4.6.1.4. 4.6.4. Institucionales.

En la Universidad Surcolombiana se encontr6 un aporte significativo en cuanto a
la investigacion realizada por Rios y Rojas (2017) sobre el estudio comparativo del
rendimiento y la composicion quimica de los aceites esenciales de Pasiflora maliformis
y Pasiflora ligularis juss, en el que reportaron carvacrol, un metabolito no reportado
antes para esta familia. EI mejor rendimiento fue aportado por la técnica de
hidrodestilacion. Asi mismo, se encuentra un estudio sobre los aceites esenciales de la
especie vegetal de la Curuba india (Passiflora tarminiana), siendo el método de
destilacién asistido por microondas el que permitié el mayor rendimiento de las
muestras. Los compuestos de cada uno de los aceites esenciales se identificaron por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, encontrandose 46
compuestos volatiles en el AE de los tallos, 17 en el AE de las flores y 35 en el AE de
las hojas, donde los compuestos mas abundantes fueron hidrocarburos, Rodriguez y Cuy
(2021).

4.6.1.5. 4.6.5. Algunos estudios con aceites de Siparuna.

Se puede aludir a un estudio nacional realizado por la Universidad Javeriana en
Bogoté - Colombia desarrollado por Mahecha (2010); que corresponde a la investigacion
de la actividad antioxidante y antibacteriana de los aceites esenciales extraidos de hojas
y frutos de Siparuna sessiliflora; esta investigacion se abordd desde dos aspectos, uno
qguimico en el que se pretendio extraer e identificar los aceites esenciales y otro
bioldgico en el que se determin0 la actividad antioxidante y antibacteriana, se emplearon
3 tipos de metodos para la extraccion de los aceites esenciales: Hidrodestilacion (HD),
Destilacion por extraccion con solvente simultanea (DES) y Micro extraccion en fase

solida (SPME); La identificacion de las sustancias presentes en los aceites esenciales se
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realizo: en hojas comparando con indices de kovats y espectros de masas provenientes
de las librerias NIST 2,0 y WILEY 7n; y en fruto por comparacion de los espectros de
masas obtenidos de los componentes con espectros de referencia de las librerias
mencionadas anteriormente. La identificacion de las sustancias que hacen parte del
aceite esencial del fruto de Siparuna sessiliflora, se realizé a través de analisis CG-MS,
inicialmente se reparan los compuestos empleando una columna capilar, posteriormente
se procesaron los datos de estectrometria de masas, utilizando la base de datos MSD
Chemstation G1701DAD.03.00611, realizandose posteriormente una comparacion con
las librerias NIST 2,0 y WILEY 7n.

Mahecha (2010) realizo la actividad antioxidante (método ABTS) y, para la
actividad antibacteriana (técnica de difusidn en agar) empleando concentraciones de 20
mg/mL, 10 mg/mL y 5 mg/mL para Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis; mientras
que para las bacterias Gram negativas se escogieron: Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa.

Para los constituyentes del aroma del fruto de S. sessiliflora extraidos por la
técnica SPME, se lograron identificar 18 compuestos (90,7%); 2 monoterpenos (M), 10
sesquiterpenos (S) y 6 hidrocarburos alifaticos (HA); por otra parte, para los aceites
esenciales que fueron obtenidos de las hojas de Siparuna sessiliflora, se empleé la
técnica de hidrodestilacion (HD) en donde se detectaron 62 compuestos por GC-MS, de
los cuales se identificaron 42 (77,4%) de ellos como hidrocarburos alifaticos (5), 5
monoterpenos, 1 compuesto aromatico y 31 sesquiterpenos entre los que resaltan como
componentes principales el p-eudesmol (27,2%), -muurolol (13,8%), -Selineno
(1,8%), Germancreno- D (5,7%) y z-Cadinol (3,7%). Mahecha (2010). De igual forma,
en el aceite esencial aislado por la técnica DES se detectaron alrededor de 67
compuestos, y se lograron identificar 40 (81 %) de ellos, dentro de los cuales se
encontraron 3 hidrocarburos alifaticos, 5 monoterpenos, 1 compuesto aromatico y 30
sesquiterpenos; los componentes principales fueron el g -eudesmol (26,6%), = -muurolol
(13,3%), Germancreno- D (7,0%), J-elemeno (4,3%) y 7-Cadinol (3,7%). El p-eudesmol,

fue el componente mayoritario del aceite esencial obtenido de las hojas en ambos
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métodos (27%). El porcentaje de rendimiento que se reportd para los aceites esenciales
de la planta expresado en porcentaje (gramos de aceite obtenido por cada 100 g de
muestra) se encuentra entre el 0.12% y el 0,17% para hojas y 0.11% y 0,14% para frutos,
esto dependiendo de la técnica empleada. El porcentaje de rendimiento para hojas se
calcul6 en base seca y el rendimiento para fruto se calculd en base himeda; se reportd
actividad antitumoral en concentraciones que van de los 10-100 uM, y a esta misma
concentracion se determind que también posee actividad antiangiogénica y se
recomendd para el desarrollo de medicamentos que tratan la angiogénesis producida en
el desarrollo de las células cancerosas Mahecha (2010).

Por otra parte, para la actividad antioxidante se prepar6 una curva de
calibracion en donde se prepararon soluciones de trolox a concentraciones de 0,1mMol a
0,6 mMol con una efectividad del 22,0% y un 92,3%. El rango efectivo del trolox en
ppm va de 25 ppm a 150 ppm. Asimismo, para la actividad antibacteriana: se
observaron halos de inhibicion por parte de los aceites esenciales frente a bacterias
grampositivas; no presento actividad antibacteriana frente a las bacterias gramnegativas
(E. coli y P. aeruginosa); en ese sentido, se tiene que para las actividades positivas, se
procedid a realizar la medicion de los halos de inhibicidn con el fin de verificar el tipo
de sensibilidad que presenta las bacteria frente al aceite; dicha actividad antibacteriana
frente a la bacteria Staphylococcus aureus dio como resultado que el aceite de hojas
extraido por DES obtuvo halos de inhibicion entre 21 mm y 33 mm, y se evidencio
mayor actividad que en el aceite por HD en las mismas concentraciones, mientras que
para el fruto obtenido por DES, los halos de inhibicion se hallaron entre 19 mmy 29
mm, muy parecidos a los encontrados en hojas por HD, Mahecha (2010), de igual forma
para la actividad antibacteriana frente a la bacteria Bacillus subtilis los aceites esenciales
de hojas obtenido por HD y DES, presentaron una ligera mayor actividad en los aceites
extraidos por DES. Sin embargo, los aceites de los frutos presentaron mayor actividad,
tanto en los aceites esenciales por DES como para HD Mahecha (2010).
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46.1.6. 4.6.6. Revision general de compuestos en varias especies de

Siparunaceae.

En una amplia y completa revision de todos los estudios mencionados con
anterioridad se conocen los siguientes metabolitos presentes en esta familia: alcaloides,
polifenoles, taninos, flavonoides y fenilpropanoides, asimismo los aceites esenciales de
Siparuna presentan en su composicion principal monoterpenos, sesquiterpenos e
hidrocarburos alifaticos; en la revision bibliografia realizada se presenta una mayor
intensidad de estudios con las especies de Siparuna sessiflora, Siparuna guianensis y
estudios ocasionales con las demas especies, por ultimo, no se reporta estudios e

investigaciones con la especie Siparuna gesnerioides (Kunth).

4.7. Referentes Conceptuales

A continuacion, se abarcan algunas referentes relacionados a los Aceites
esenciales y sus caracteristicas, métodos de obtencidn, su composicion y algunos

ejemplos.
4.71.1. 4.7.1. Aceites Esenciales

Los Aceites Esenciales (AE) son una mezcla de sustancias aromaticas
producidas por muchas plantas, son compuestos naturales, liquidos volatiles, de
composicion compleja con agradable aroma, que provienen de plantas a las que aportan
olores particulares, generalmente gratos, y que son extraidos mediante multiples
técnicas, de las cuales, la mé&s comdn es la destilacion.

También, se definen como mezclas de componentes volatiles, productos del
metabolismo secundario de las plantas, compuestos en su mayor parte por hidrocarburos
de la serie polimetilénica del grupo de los terpenos que corresponden a la formula
(CsHsg)n, junto con otros compuestos casi siempre oxigenados que transmiten a los

Aceites Esenciales el aroma que los caracteriza, Montoya (2010).
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Los AE generalmente se encuentran conformados por complejas mezclas de mas
de 100 diversos compuestos, dentro de los cuales en su gran mayoria pueden ser
clasificados dentro de las series Terpénicas (volatiles con peso molecular bajo:
monoterpénoides (C1o), sesquiterpenoides Czo) y Arénicas (compuestos aromaticos
principalmente derivados del fenilpropano, producto del metabolismo del acido
Shikimico como por ejemplo las cumarinas o fenilpropaniodes de peso un poco mas
elevado).

Reciben el nombre de Aceites dada su naturaleza fisica y su consistencia similar
a la de los acidos grasos, diferenciandose de estos Ultimos, ya que, al dejar caer una gota
de este sobre un trozo de papel se produce la volatilizacion de la gota sin dejar rastro
sobre la superficie del papel, Montoya (2010).

Dentro de sus cualidades fisicas se puede distinguir su olor pronunciado y
penetrante, un sabor caustico concentrado e irritante, con una densidad inferior con
relacion al del agua con algunas excepciones (canela, clavo, sasafrés, con una densidad
mayor), dpticamente activos, con un punto de ebullicion aproximada desde los 150°C
hasta los 300°C, con un indice de refraccion de 1,45 a 1,5 indicando asi la posible
alteracion ante la luz, son altamente volatiles, solubles en los aceites, alcohol, éter de
petroleo, tetracloruro de carbono y demas solventes organicos; e insolubles en agua,
aunque transmiten algunas de sus propiedades (olor), su aspecto es oleoso aunque
presentan fluidez como la del agua, presentan inflamabilidad, y son obtenidos

principalmente por medio de técnicas de arrastre de vapor de agua, Montoya (2010).

4.8. Meétodos de Analisis Instrumental

Los métodos de analisis instrumental son métodos modernos de separacion,
cuantificacion e identificacion de componentes quimicos presentes en mezclas; muchos
de estos métodos instrumentales se basan en fenémenos fisicoquimicos que aplican
fundamentos de Optica y radiacion electromagnética en sus procesos de funcionamiento,

se basan en propiedades fisicas que pueden utilizarse como sefiales analiticas en el
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andlisis cualitativo o cuantitativo de la muestra, empleando sefiales especificas para la
determinacion del método instrumental tales como la emision de la radiacion la cual se
emplea en métodos como la espectroscopia de emision en técnicas como rayos X
(Visible de electrones Auger), la fluorescencia y fosforescencia; la dispersion de la
radiacion para métodos como la turbidimetria, la relacion masa/carga para la técnica de
espectrometria de masas; interaccion con las radiaciones de energia, donde se derivan
técnicas de analisis de espectroscopia de absorcion molecular, fluorescencia molecular,
espectroscopia atdbmica y de masas, métodos de separaciones analiticas como la
cromatografia de gases y de alta resolucion; entre otras.

La presente investigacion utilizé la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, por lo tanto, en el siguiente apartado se mencionan algunos

aspectos mas importantes, que permiten comprender el funcionamiento de esta técnica.
48.1.1. 4.8.1. Cromatografia de gases acoplado a masas (CG-MS)

Dentro del campo del analisis quimico, la cromatografia de gases acoplado a la
espectrometria de masas, se constituye como una herramienta de gran potencia con la
capacidad de separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles y semivolatiles
de mezclas complejas, como lo son los aceites esenciales; por un lado la cromatografia
de gases (GC) es una técnica meramente separativa, asi, una vez separados, detectados, e
incluso cuantificados los componentes individuales presentes en la muestra problema, se
logra obtener un cromatograma donde se encuentran plasmados cada uno de los picos
correspondientes a los tiempos de retencién de cada componente, siendo este dato
insuficiente para la correcta identificacion de los diversos compuestos, por otra parte, la
espectrometria de masas (MS) identifica de manera casi inequivoca cualquier sustancia
pura, pero no posee la capacidad de identificar los componentes individuales de una
mezcla. De este modo, la asociacion de las dos técnicas, GC y MS permite la separacion
e identificacion de mezclas complejas.

De forma maés concisa, la CG-MS actla de la siguiente manera, se inyecta una

mezcla de compuestos en el cromatografo donde se produce la separacion dentro de la
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columna cromatografica, obteniendo la elucion sucesiva de los componentes
individuales aislados presentes en la muestra problema, luego pasan inmediatamente al
detector (espectrometro de masas), cada componente se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas, Gutiérrez y
Droguet (2002).

Los indices de retencion de Kovats (1), se determina mediante la asignacion de
100 veces el nimero de atomos de carbono de n-hidrocarburos lineales presentes en una
muestra. De esta forma, al ser sometida la muestra con n-hidrocarburos semejantes al
cromatdgrafo, las fuerzas intermoleculares que presentan son relativamente constantes y
la separacion esta controlada esencialmente por las diferencias en la presion de vapor,
Sandoval (2008).

El indice de retencion de Kovats presenta un valor Gnico para cada compuesto o
molécula; asi de esta forma, se puede llevar a cabo la identificacion de compuestos
mediante la comparacion con los datos ya estandarizados en las diferentes bases de
datos. La determinacion de este valor esta dada por el producto de una relacién
logaritmica entre los tiempos de retencion que posee el analito en estudio (muestra) y los
tiempos de retencidn establecidos de los n-alcanos anterior y posterior al analito, tal
como se muestra en la siguiente ecuacion (Guerrero Sandoval, 2008):

tp, —t
[ = 100N + 100n <M>
tR(z—l) Y

Donde:

trx: Tiempo de retencion del analito X

N: Numero de carbonos del alcano con tiempo de retencion (tr;)
inmediatamente anterior al analito.

n: Diferencia entre N° de C de los n-alcanos entre los que se encuentra el
componente

trR(z+1): Tiempo de retencion del n-alcano localizado inmediatamente después del
analito.
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4.9. Meétodos de Extraccion de Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son sustancias quimicas compuestas por fracciones volatiles
de los metabolitos secundarios de las plantas, dadas sus propiedades quimicas y fisicas
es necesario obtenerlos por medio de diversas técnicas de destilacion e hidrodestilacion,
de las cuales se tratardn principalmente tres de estas, las cuales estan formuladas para

uso a nivel de laboratorio y su clasificacion esta dada a escala Cerpa (2007).

49.1.1. 4.9.1. Destilacion por arrastre con vapor de agua (SD)

Dentro de los métodos de extraccion de aceites esenciales, la destilacion por
arrastre con vapor de agua es el método mas usado, dado que es un método
relativamente sencillo y genera un producto de gran calidad, mediante la aplicacion de
una corriente de vapor proveniente de una caldera externa sobre el lecho del material
vegetal, el cual provoca que los aceites esenciales migren desde la membrana de la
célula hasta el exterior, este vapor se acumula en un condensador que se encarga de
enfriar el vapor y regresarlo a la fase liquida la cual se introduce en un decantador para

separar las dos fases inmiscibles Ruiz (2019).
49.1.2. 4.9.2. Hidrodestilacion (HD)

Durante este proceso el material vegetal es sumergido directamente en un
recipiente con agua, al cual se le aplica el calor suficiente hasta conseguir la ebullicién
del agua, mediante este proceso, el vapor que se genera desprende las moléculas de AE
presentes en el material vegetal y son llevadas a un condensador; el material condensado
es depositado en un decantador donde se separa el AE de la fase acuosa, este proceso se
da mediante el principio de separacion que se basa en la destilacion azeotrdpica dado
que se forma una mezcla heterogénea del agua y el aceite luego de la extraccién a
presién atmosférica, alcanzando una temperatura de ebullicion cerca a los 100°C,

impidiendo que los componentes de los AE se pierdan durante el proceso, ademas, la
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mayoria de las moléculas terpénicas de los AE son inmiscibles con el agua lo que facilita
el proceso de decantacion simple Gonzalez (2019).

4.9.1.3. 4.9.3. Hidrodestilacion asistida por la radiacion con microondas

(MWHD)

La MWHD consiste en someter a radiacion de microondas el material vegetal
sumergido en agua durante un periodo de 10 a 30 minutos aproximadamente, cuando el
agua alcanza su punto de ebullicion por accion del vapor libera los compuestos del AE
contenidos en las glandulas por efecto de la presion del vapor; al ser los compuestos
volatiles son arrastrados hasta el condensador donde el vapor es enfriado, el liquido
resultante forma dos capas, una de ellas rica en aceite y la otra en la cual predomina el
agua (hidrolato), y su separacion se lleva mediante el proceso de decantacion,
Torrenegra (2014).

4.10. Evaluacion Bioldgica

Sanchez et al. (2016) “Las pruebas de susceptibilidad microbiana son técnicas
esenciales en la investigacion y los resultados pueden variar dependiendo de una gran
cantidad de factores involucrados en el desarrollo de éstas”. Varios de los factores
pueden influir de manera directa e indirecta en la obtencién de los resultados en forma
contundente, como lo pueden ser el tipo de extraccidn, el tipo de bioensayo, la cantidad
de indculo y técnica utilizada para la determinacion de la actividad antimicrobiana.
Dentro de los métodos para la evaluacion antibacteriana como antifungicos los
principales grupos son la difusion, dilucion y métodos bioautograficos segin Ramirez y
Marin (2009), citado en Sanchez et al. (2016).
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410.1.1. 4.11.1.Método de difusién

Se caracteriza por ser un método de cultivo de facil estandarizacion siendo el
indicado para trabajar con microorganismos de crecimiento rapido y no exigentes, puede
realizarse en pozo o en disco, se encuentra estandarizado y recomendado por el comité
de ensayos de susceptibilidad NCCLS; mediante este método se determina en forma
cualitativa el efecto de ciertas sustancias (naturales o farmacéuticas) sobre cepas
bacterianas provenientes de muestras aisladas de pacientes o de referencia (ATCC)
Sanchez et al. (2016).

Sanchez et al. (2016), describe la forma en el cual se desarrolla este método de la
siguiente forma:

“Esta técnica se desarrolla en base a la relacion entre la concentracion de la
sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y
que se encuentra sembrado de forma homogénea con el microorganismo a estudiar y
sobre el cual se coloca un papel filtro de 6 mm de didmetro o se deposita en un pozo en

el agar de la placa una cantidad determinada de la sustancia a probar .

lHustracion N° 4 Antibiograma mediante técnica Kirby-bauer en el que se observa la presencia de halos de
inhibicion. Tomada de: Cercenado & Saavedra (2009)
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4.10.1.2. 4.11.2.Escala de McFarland

Los estdndares de McFarland son patrones de turbidez que se preparan con una
mezcla de diversos volimenes de acido sulfurico al 1% y cloruro de bario al 1,175%
obteniéndose soluciones con densidades Opticas especificas; La escala de McFarland
consta de 11 patrones que van desde 0,5 a 10 y cada uno de ellos tiene una turbidez
comparable a la de una suspensién bacteriana con una densidad determinada.

Segun Forbes (2009) “El uso de un tamarfio estdndar del inoculo es tan importante
como la pureza del cultivo y para lograrlo se compara la turbidez de la suspension del
microorganismo con el estandar de turbidez de McFarland; la comparacion a simple
vista de la turbidez se determina colocando la suspensién bacteriana y el tubo de
McFarland uno al lado del otro y se observan contra un fondo con rayas negras,
permitiendo que la densidad de las suspensiones bacterianas pueda ser semicuantificada

con tubos de turbidez prefijada, segun lo establecio por McFarland en 1907”.

lHustracion N° 5 Estandarizacion del inoculo mediante el uso de la tarjeta de wickerham. Fuente:Gallegos
(2014)
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V. METODOLOGIA

La Investigacion Cientifica segin Cortés & Iglesias (2004) esta encaminada a
profundizar el conocimiento que surge de la necesidad del hombre a dar solucion de los
problemas mas acuciantes de la vida cotidiana, de conocer la naturaleza que lo rodea y
transformarla en funcion de satisfacer sus intereses y necesidades; los enfoques mas
comunes en la metodologia de la investigacion son el enfoque cualitativo y cuantitativo;
en este orden de ideas, la metodologia empleada en esta investigacion se sitla desde el
paradigma del enfoque cuantitativo.

La investigacion es un conjunto de procesos sistematicos, criticos y empiricos que
se aplican al estudio de un fendbmeno o problema; por lo tanto, se plantea un disefio
experimental puro con técnicas de recoleccion de datos a partir de métodos de
separacion como la destilacion y métodos instrumentales (cromatografia, espectrometria
de masas) y métodos antimicrobianos de difusién en agar. Por consiguiente, las variables

a considerar son de naturaleza continua.

5.1. Enfoque Metodologico

Segun los autores Hernandez et al. (2014), en este tipo de metodologia, la
recoleccion de datos se fundamenta en la medicién de variables y conceptos contenidos
en los objetivos y las hipotesis, la recoleccion se lleva a cabo mediante el uso de
procedimientos estandarizados y aceptados por la comunidad cientifica.

El enfoque cuantitativo es un conjunto de procesos secuenciales y probatorios, por
consiguiente, cada etapa precede a la siguiente y no se puede eludir ningin paso. El
orden es riguroso, parte de una idea la cual va cogiendo forma a medida que se derivan
objetivos y preguntas de investigacion, se realiza revision de la literatura y se construye
un marco o una perspectiva tedrica. De las preguntas se establecen hipotesis y se
determinan variables; se traza un plan para probarlas (disefio); se miden las variables en
un determinado contexto; se analizan las mediciones obtenidas utilizando métodos

estadisticos, y finalmente se extraen una serie de conclusiones Hernandez et al. (2014).
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El tratamiento estadistico de esta investigacion se realiz6 en primer lugar, para las
determinaciones de rendimientos 6ptimos en los que fueron realizados por
correspondencia del cumplimiento de objetivos (seleccionar la mejor técnica de
extraccion). Del mismo modo, para el andlisis antibacterial se realizé la estimacion
matematica a los resultados de los valores aplicables a estos tratamientos y la obtencion
de datos estadisticos como la desviacion estandar y la varianza. Para los resultados por
CG-MS se concibe que las aproximaciones del Datanalisis confluyen de diversas bases
de datos y por grados de correspondencia tanto de indices de retencion como de
espectros de masas (peak-matching/peak quality), por lo tanto, conllevan a
identificaciones muy precisas de caracter presuntivo.

En cuanto a la naturaleza de las variables Hernandez et al. (2014) plantea que en
estudios con muestreos de datos (elementos) se estudian sus caracteristicas clasificadas
en cualitativas o atributos, expresadas por palabras y se cuantifican mediante el reconteo
0 recuento. Las cuantitativas o variables expresadas en forma numérica, que pueden ser
medidas (variable continua) o contadas (variable discreta).

El disefio experimental mostrado en la ilustracion N°6, permitio estimar las
variables de este estudio, es decir, con cantidades indeterminadas (variables continuas) y
aquellas que admiten cantidades finitas (variables discretas) tabla N° 1.

Tabla 1 Naturaleza de las variables asignadas en este estudio Rios y Rojas (2017)

Variables

Disefio metodoldgico Continua Discreta
. o Tiempo de extraccion Estado del material vegetal

Obtencion y Rendimiento ) o »

Masa de material vegetal Técnicas de Extraccion (HD,
de los AE

Masa de los AE SD, MWHD)

Tiempos de retencion

indices de Retencion Columnas capilares ortogonales
Anélisis por CG-MS Temperatura (rampas de Espectros de masas

calentamiento programado) Orden de Elucién en CG

Condiciones Cromatograficas
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Porcentaje de concordancia en los
espectros de masas

Relacion m/z

Unidades de masa atémica para

fragmentos

Actividad Antibacterial

Concentraciones de Tratamientos
(ppm) y de antibidticos de amplio
espectro

Halos de inhibicion

Medios de Cultivo
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lHustracion N° 6 Disefio experimental para la obtencidon de los AE de Siparuna gesnerioides (Kunth)
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5.2. Colecta del Material Vegetal

lustraciéon N° 7 Identificacion morfoldgica en campo de la especie Siparuna gesnerioides (Kunth) en el
corregimiento de Vegalarga — Huila.

Durante este proceso (ilustracion N° 7), se efectuaron dos colectas, inicialmente se
realiz6 una recoleccion preliminar con el fin de realizar un muestreo de la especie
vegetal para su respectiva identificacion morfoldgica a nivel de laboratorio con ayuda
del personal del herbario de la Universidad Surcolombiana “SURCO” y observar la
disponibilidad de esta en la zona, la colecta se ejecutd en zona boscosa y al costado de la
carretera que atraviesa la finca Los Medios ubicada en el corregimiento de Vegalarga,
Vereda La Espiga (N: 2°56°27,9” -W: 75°2°36,2”) a una elevacién de 1319 m.s.n.m.;
luego del proceso de identificacion morfoldgica por parte del herbario se dio paso a la
segunda colecta, se obtuvo un total de 1,58 arrobas equivalentes a 17,92 Kg de material
vegetal compuesto principalmente por ramas y hojas, y en menor cantidad, frutos y
flores; cabe destacar que el corte se realiz6 a manera de poda evitando perjudicar el
desarrollo normal de la planta y procurando la conservacién de la especie vegetal dado
que en la actualidad no se encuentra evaluado su estado de conservacion segin datos
plasmados en el Catalogo de Plantas y Liquenes de Colombia.
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5.3. Preparado del Material

El material colectado fue previamente seleccionado para evitar la contaminacion
de otras posibles especies vegetales y separado segun las estructuras de la planta (tallos,
hojas, frutos y flores). Luego, se realiz6 una seleccion de las partes en buen estado. Las
hojas y los tallos fueron sometidas al proceso de secado.

Para el proceso de secado, se empled un horno Memmert modelo 30-750 con
trampa de flujo de aire del 20%; perteneciente a la Universidad Surcolombiana, en
donde se sometieron las muestras a una temperatura de 38 °C; dando paso al proceso de
pulverizacion, el cual fue llevado a cabo mediante la implementacion de un molino
manual para granos marca modelo GNR marca Del Rey, tal como se muestra en la
ilustracion N° 8, este proceso se realiz6 con el fin de asegurar un contacto mayor entre el
material vegetal y el agua.

lHustracion N° 8 Preparacion del material vegetal, separacion de estructuras y proceso de pulverizacion.

5.4. Métodos de Extraccion

Los métodos de extraccién (HD, SD, MWHD) fueron empleados bajo 3 variables
constantes: cantidad de material vegetal empleado (50,009) de las estructuras aéreas de

la especie Siparuna gesnerioides (Kunth) (Tallos y Hojas), la cantidad inicial de agua
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(1L) y finalmente el tiempo empleado para el proceso de obtencién de hidrolatos (2
horas); por consiguiente, en el siguiente apartado se menciona el procedimiento

empleado en cada una de las tres técnicas para la obtencidn de aceites esenciales.
54.1.1. 5.4.1 Hidrodestilacién Simple (HD)

A continuacion, en la ilustracion N° 9 se muestra el montaje requerido para llevar
a cabo el método de Hidrodestilacion simple (HD), inicialmente se agregd la muestra de
material vegetal (50 g) de la especie Siparuna gesnerioides (Kunth) pulverizada en un
balon de fondo plano de 2000 mL y se le adicion6 un (1)L de agua destilada; por medio
de la cabeza de destilacion (T) se realizé la conexion a un condensador recto por el
extremo lateral previamente conectado al sistema de refrigeracion y a un termémetro
digital por el extremo superior, se procedio a encender el mechero Bunsen y a realizar la
recoleccion del hidrolato mediante una probeta de 100 mL, cabe destacar que el agua se

repuso en algunas ocasiones evitando la posible sequedad del material vegetal.

lustracién N° 9 Montaje experimental para la obtencién de AE por medio del método de HD.
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lHustracion N° 10 Montaje extraccion liquido-liquido, secado de fase organica y rotoevaporacion. Tomada
de: Rios y Rojas, (2017).

Para la separacion de los aceites esenciales del hidrolato se realizé el proceso de
decantacion por extraccién liquido-liquido con diclorometano (CH2Cl>) al 99,9%
(ilustracion N° 10); posteriormente, una vez la fase acuosa y las fases organicas fueron
separadas, se realiz6 el proceso de secado de las fases organicas (AE + CH2Cly)
empleando sulfato de sodio anhidro (Na2SOa) el cual actia como agente secante en
soluciones orgéanicas, dado que es un compuesto inerte encargado de eliminar trazas de
agua que pueden aun encontrarse en una disolucién, Laboratorio Discounter (2022); a
continuacion, se realizé el proceso de filtracion a gravedad utilizando papel Whatman
1001-125. El filtrado se almacen6 en un frasco de borosilicato de alto espesor con tapa
enroscada y capacidad de 500 mL (evitando la perdida de solvente altamente volatil).

La obtencién del AE se realiz6 el proceso de rotaevaporacion del filtrado
empleando un equipo Hahn Shin modelo HS-2000NS, entre 70 y 90 rpm. EI proceso de
refrigeracion requirio del uso constante de hielo asegurando una 6ptima condensacion
del solvente utilizado; mediante la bomba de recirculacion se asegur6 el flujo ciclico del
agua evitando gasto y perdida de agua de manera innecesaria.
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Finalmente, los AEs obtenidos en el proceso de rotaevaporacion se transfirieron
desde el baldn hacia viales de ambar utilizando una pipeta Pasteur de vidrio y se
procedio a realizar la debida rotulacion del contenido. Se registro la masa del vial vacio
y luego con el AE obtenido utilizando la balanza analitica Precisa LS220. Los aceites

fueron llevados a refrigeracion y guardados para los siguientes anélisis.

5.4.1.2. 5.4.2 Hidrodestilacion por Arrastre con Vapor de Agua (SD)

La extraccion de aceites (AE) como se evidencia en la ilustracion N° 11 se afiadid
al montaje de hidrodestilacion simple, un balon adicional de 2000 mL con agua destilada
la cual actiia como fuente externa generadora de vapor de agua, se dio inicio a este
método controlando las mismas condiciones establecidas previamente (50 g de material
vegetal; 1L de agua y 2 horas de ejecucion), al igual que en la hidrodestilacion simple, el
hidrolato se sometié a un proceso de extraccion liquido-liquido con diclorometano como
solvente. Las fases organicas se reunieron, se deshidrataron con sulfato de sodio, se
filtraron y rotaevaporaron. Se rotul6 cada envase contenedor de aceite esencial y se les
registré la masa a los mismos; se guardaron en el refrigerador para el analisis de la

composicion quimica por cromatografia de gases.

| gE—— ‘ - =

== —== R

llustracion N° 11 Montaje experimental para la obtencion del AE por medio del método de SD.
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5.4.1.3. 5.4.3 Hidrodestilacion Asistida con Microondas (MWHD)

Se emple6 como fuente generadora de calor un horno microondas convencional
General Electrics® modelo JES11G adaptado con un acople de vidrio que atraviesa la
parte superior del equipo conectando al balén de destilacién insertado dentro del
microondas con la cabeza de destilacion, esta a su vez se conecta con el termémetro por
el extremo superior y al tubo de condensacion por el extremo lateral. Dentro del
microondas se introduce el material vegetal (50,00 g) y se mezcla con un (1) L de agua
destilada en un bal6n de destilacion con capacidad de 2000 mL. Este proceso de
destilacion se realiz6 durante 2 horas a una potencia del 70 % con ciclos de
funcionamiento en intervalos de 7 min de funcionamiento y 5 minutos de enfriamiento

del equipo, lo anterior con el fin de no colapsar el equipo en un sobrecalentamiento que

pueda averiar el equipo sometiéndolo a un trabajo continuo.
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llustracion N° 12 Montaje para la hidrodestilacion simple asistida con microondas.

De igual forma que los métodos de hidrodestilacion empleados con anterioridad, el
hidrolato fue sometido a extraccion liquido-liquido con diclorometano 99,9%, realizando
el secado de la fase organica, filtrado y rotaevaporado. Por Gltimo, la masa de los AE fue
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medida y se almacenaron para el analisis por cromatografia de gases en viales cubiertos
con papel aluminio para proteger el producto de la luz.

5.5. Rendimiento

HD SD
[ J
(Mavyor Rendimiento) HDMW
| J
( Mayor Rendimiento )

Obtenciones
Individuales

[lustracion N°13 Proceso de seleccion de rendimiento Rios y Rojas (2017)

En la ilustracion N°13 se evidencia el proceso de seleccion que se realizo6 para
conocer la técnica mas adecuada que permita el mayor rendimiento de los aceites
esenciales. La determinacion de la masa de los aceites se realiz6 mediante pesaje por
(envase con AE menos envase vacio). Por Gltimo, se dividi6 entre la masa del material

empleado en la extraccion y teniendo en cuenta el factor 100%.

gramos de los AE obtenidos

%masaZ( )><100

gramos de materia prima vegetal
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5.6. Anadlisis por Cromatografia de Gases Acoplado a
Espectrometria de Masas (CG-MS)

La caracterizacion quimica de los AE obtenidos de las estructuras aéreas (Hojas y
Tallos) de Siparuna gesnerioides (Kunth)., se realizd mediante cromatografia de Gases
acoplada a espectrometria de masas CG-MS, Gutiérrez y Droguet (2002) especifican que
la CG-MS es muy implementada para la identificacién de compuestos organicos
volatiles dado que esta técnica posee un detector universal para la cuantificacion de
sustancias organicas donde son registrados el total de los iones generados (modo TIC);
para su realizacion se tomaron cinco (5) microgramos de cada uno de los aceites y
fueron enviadas a la Universidad del Quindio para su analisis instrumental, siguiendo la
siguiente metodologia:

e Solubilizacion de las muestras en diclorometano (CH2Cly)

e Andlisis instrumental en el cromatdgrafo QP2010 ultra marca
SHIMADZU, el cual esta equipado con las siguientes condiciones; sistema
de ionizacién de impacto electrénico a 70 eV para la deteccion por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS).
Helio como gas portador a un flujo de ImL/min.

e Las temperaturas del inyector y la linea de transferencia se ajustaron a
300°C y 285°C, respectivamente.

e Latemperatura de la columna se ajusté inicialmente a 40°C manteniéndose
alli por 1 min y luego gradualmente se incrementé hasta 260°C, a una
velocidad de 3°C por minuto; se mantuvo por 1 min, luego se incrementd
la temperatura a 310°C a una velocidad de 10°C por min manteniéndose
por 5 min.

e Presion: 65.5 kPa

e Flujo total: 41 mL/min

e Flujo en columna: ImL/min
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e Las muestras se diluyeron 1:20 v/v en diclorometano (CH2Cl.), se inyecto
1uL en modo Split.
e Los componentes se identificaron por comparacion relativa de tiempos de
retencion y espectros de masas de la biblioteca NIST11s.lib del equipo.
Cada cromatograma se encuentra acompafiado por una tabla en la cual se
encuentran representados los datos referentes a cada pico (compuesto) identificado por
el espectro de masas, en la tabla se pueden apreciar los siguientes datos:
e No. Del Pico
e Tiempo de Retencion
e Compuesto (Formula Quimica)
e Avreadel Pico
e Porcentaje de Area
e Alturadel Pico
e Porcentaje de Altura
e Relacion entre el area y la altura de cada pico.
A demas, se cuenta con el espectro tanto tedrico como practico de los compuestos
identificados el cual cuenta con el nombre, formula quimica, masa e indice de retencién

de Kovats.
5.7. Ensayos Biologicos
5.7.1. Preparacion de los aceites esenciales

Para el proceso de preparacion de soluciones del aceite esencial de Siparuna

gesnerioides (Kunth) se emple6 la ecuacion:

mg Soluto

m =
pp L de disolucion
Donde:

e mg de soluto corresponde al aceite esencial

e L corresponde al volumen de la disolucion
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Se midid6 la cantidad necesaria de aceite esencial de acuerdo con las
concentraciones a emplear. Luego, la muestra se deposito en un bal6n aforado de 5mL el

cual fue disuelta en tween 80 al 20%.
5.7.2. Preparacion de Medios de Cultivo

Se dio inicio mediante la preparacion del Agar Nutritivo con el fin de replicar la
cepa bacteriana en cajas de Petri; de igual manera, se prepar6 en un tubo de ensayo un
medio de agar nutritivo inclinado para la realizacion de la inoculacion de la bacteria para
la implementacion del método de estandarizacion por turbidez en la escala de
McFarland.

La preparacion de medios de cultivo se realizo de tal manera en la que se contaba
con un medio estandar comdnmente comercializado para el crecimiento 6ptimo de la
bacteria gramnegativa Salmonella enteritidis como lo es el Agar Triptona-Soja (TSA)
que es un medio para microorganismos tanto exigentes como no exigentes; aerobias o
anaerobias.

Por otra parte, se efectud la preparacion de seis (6) medios de cultivo a base de
extracto de pulpa de fruta y Agar-Agar; tres (3) de estos medios fueron preparados a
base de frutas con manipulacion previa provenientes de la despulpadora Archila
(Maracuyad, Fresa y Guanabana); los otros tres (3) medios de cultivo fueron elaborados a

base de frutas sin manipulacion previa (Melon, Papaya y Tomate).

5.7.2.1. Agar TSA

En primer lugar, se realizaron los calculos para la preparacion del medio de
cultivo, determinando la cantidad de agar TSA en un volumen de 75 mL de agua
destilada para tres cajas de Petri. Por lo cual, se mezclaron 3,00 g de agar TSA con 75
mL de agua destilada en un Erlenmeyer de 100 mL, luego se procedio a la agitacion
manual del mismo para generar la homogenizacion del medio de cultivo, finalmente se
sell6 con papel azlcar y se asegurd con cinta de enmascarar, se le colocé cinta

indicadora para identificar las unidades esterilizadas y se llevd a la autoclave hasta llegar
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a una presion de 115 KPa, por 15 minutos. Posteriormente, se apago la autoclave y se

abrid el pistdn para liberar la presion ilustracion N° 14,

llustracion N°14 Preparacion del medio de cultivo Agar TSA

Finalmente, el medio de cultivo se dejo enfriar a temperatura ambiente por unos
minutos y se llevo a la cabina de flujo de aire en donde fue depositado de manera
uniforme en tres (3) cajas de Petri desechables y esterilizadas, pasado 5 minutos se

verifico la solidificacion de los medios, los cuales se taparon y rotularon ilustracion N°

15.
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e .

lustracién N°15 Medios de cultivo servidos de TSA

5.7.2.2.  Medios de Cultivo a Base de Extracto de Fruta sin Manipulacion

Previa

5.7.2.2.1. Agar-Agar con extracto de Melon (Cucumis melo)

Se realizé la obtencion del extracto de la pulpa de fruta del melon sin
manipulacion previa. Inicialmente, se cortd la fruta en pequefios trozos en un mortero
esterilizado y se estruj6 para la obtencion de sus respectivos jugos, los cuales fueron
pasados a través de un filtro de tela esterilizado que permitiera obtener dichos extractos

en un Beaker, ilustraciéon N° 16.

lHustracion N° 16 Preparacion del extracto de Meldn (Cucumis melo) y preparacion del medio

Una vez se obtuvo el extracto de Melon se realizaron los calculos para la

preparacion del medio de cultivo, cantidad suficiente de preparacion (csp) Agar-Agar y
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el extracto de Meldn para tres cajas de Petri, a 1,5 g de Agar-Agar se agregé 7,5 mL de
extracto de pulpa y, se diluyé con 75 mL de agua destilada. La mezcla se agité para
lograr la homogenizacion del medio de cultivo y su solidificacibn aun pH entre 6y 7, se
registro los valores del pH utilizando un pH-metro (ver tabla N° 2); el Erlenmeyer que
contiene la solucion se sellé con papel azucar y se asegur6 con cinta de enmascarar, se le
colocé cinta indicadora para identificar las unidades esterilizadas y se llevo a la

autoclave empleando una presion de trabajo de 115 kPa, por 15 minutos.

Tabla 2 pH del extracto de pulpa de Melon (Cucumis melo)

Meldn (Cucumis melo)

Sin Agar-Agar Con Agar-Agar
6,55 6,83

lustracion N° 17 Medicién de pH pulpa de Mel6n (Cucumis melo)

El medio de cultivo obtenido se fracciono en tres cajas de Petri en uniformidad, en
una cabina de flujo laminar, pasado 7 minutos se verificé se verifico la solidificacion de

los medios, los cuales se taparon y rotularon.

5.7.2.2.2. Agar-Agar con extracto de Tomate (Solanum lycopersicum)

En primer lugar, se realizo la obtencion del extracto de la pulpa de fruta del tomate
(Solanum lycopersicum) sin manipulacién previa, el extracto de esta fruta se obtuvo

primero extrayendo su pulpa carnosa con semillas y segundo cortando y estrujando la
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fruta en pequefios trozos en un mortero esterilizado. Los jugos fueron pasados a través

de un filtro de tela esterilizado que permitiera obtener dichos extractos en un Beaker.

-

lustracion N° 18 Preparacion del extracto del Tomate (Solanum lycopersicum) y preparacion del medio

Se emplearon las mismas cantidades de Agar-Agar (1,5 g) y de extracto de tomate
(7.5 mL) y se realiz6 el mismo procedimiento descrito para el meldn (ilustracion N° 18).
En la tabla 3, se muestran los valores del pH del extracto de tomate con agar y sin agar;
el tomate al presentar un pH inferior a 6 se le adicioné gota a gota una solucion de
Hidroxido de Sodio (NaOH) al 2.5% para garantizar la solidificacion del medio con un
pH entre 6 y 7; posteriormente, se continu6 con el mismo procedimiento descrito para el
melén.

Tabla 3 pH del extracto de pulpa de Tomate (Solanum lycopersicum)

Tomate
Sin Agar Con Agar Con NaOH
4,05 4,24 6,35
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lustracion N° 19 Medicion de pH de la pulpa de Tomate (Solanum lycopersicum)

5.7.2.2.3. Agar-Agar con extracto de Papaya (Carica papaya L)

lHustracion N° 20 Preparacién del extracto de Papaya (Carica papaya L) y preparacion del medio

Para la preparacion del medio con el extracto de Papaya, se emple6 el mismo
procedimiento descrito para el mel6n y Tomate (ilustracion N° 20). En la tabla N°4; se
muestran los valores de pH del extracto de Papaya sin agar y con agar. La papaya con el
Agar-Agar presentd un pH de 5,23; al ser un pH inferior a 6 se le adicion6 gota a gota
una solucion de Hidroxido de Sodio (NaOH) al 2.5% hasta pH entre 6 y 7 para
garantizar la gelificacion del medio (ilustracion N° 21); finalmente, el medio se
autoclavo-y después de 15 min se dejo enfriar a temperatura ambiente para su

distribucion en las 3 cajas de Petri.
Tabla 4 pH del extracto de pulpa de Papaya (Carica papaya L)

Papaya

Sin Agar Con Agar Con NaOH
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5,07 5,23 6,85

lustracion N° 21 Medicidn de pH pulpa de Papaya (Carica papaya L)

5.7.2.3.  Medios de Cultivo a Base de Extracto de Fruta con Manipulacion

Previa (DESPULPADORA ARCHILA)

5.7.2.3.1. Agar-Agar con extracto de Maracuya (Passiflora edulis)

En primer lugar, se realizo la obtencion del extracto de la pulpa de fruta del
Maracuya (Passiflora edulis) la cual presentaba manipulacién previa, por la
despulpadora Archila de Neiva-Huila, la pulpa fue pasada a través de un filtro de tela
previamente esterilizado que permiti6 obtener dichos extractos en un Beaker (ilustracion

Ne 22).

lHustracion N° 22 Extracto de Maracuyéa (Passiflora edulis) y preparacion del medio
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La preparacion del Agar-Agar con el extracto de Maracuya se llevo a cabo
empleando el mismo procedimiento descrito para las frutas anteriores. El extracto de
maracuya con el Agar-Agar present6 un pH de 3,09 el cual se aumento6 a 6,13 con una

solucion de Hidréxido de Sodio (NaOH) al 2.5% (tabla 5, ilustracion N° 23).
Tabla 5 pH del extracto de pulpa del Maracuya (Passiflora edulis)

Maracuya
Sin Agar Con Agar Con NaOH
2,74 3,09 6,13

lustracion N° 23 Medicién de pH de Maracuya (Passiflora edulis)
5.7.2.3.2. Agar-Agar con extracto de Guanabana (Annona muricata)

El extracto de la pulpa de fruta de la Guanabana la cual presentaba manipulacion
previa, por la despulpadora Archila de Neiva-Huila, se preparo tal como se encuentra

lustracidon N° 24 Preparacion del extracto de Guandbana (Annona muricata) y preparacion del medio
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La Guanébana con el Agar-Agar presentd un pH de 3,83, el cual se aument6 a 7,69
con una solucién de Hidréxido de Sodio (NaOH) al 2.5% (tabla N° 6, ilustracion 25).

Tabla 6 pH del extracto de pulpa de Guanabana (Annona muricata)

Guanébana
Sin Agar Con Agar Con NaOH
3,40 3,83 7,69

lustracion N° 25 Medicién de pH de Guandbana (Annona muricata)

5.7.2.3.3. Agar-Agar con extracto de Fresa (Fragaria vesca)

El medio de cultivo con el extracto de Fresa se preparo, siguiendo el mismo
procedimiento descrito para las demas pulpas que fueron donadas por la empresa
Archila.

lustracion N° 26 Preparacion del extracto de Fresa (Fragaria vesca) y preparacion del medio
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La Fresa con el Agar-Agar present6 un pH de 3,79. Para lograr la gelificacion del
medio se adicioné hidréxido de sodio al 2,5% hasta pH de 6,18 (tabla 7, ilustracion N°
27).

En la ilustracion N° 28 se muestran los medios de cultivo con los extractos

preparados para llevar a cabo las pruebas antimicrobianas.

Tabla 7 pH del extracto de pulpa de Fresa (Fragaria vesca)

Fresa
Sin Agar Con Agar Con NaOH

3,36 3,79 6,18

lHustracion N° 28 Medios de cultivos listos para siembra

5.7.2.4.  Agar Nutritivo

Se determing la cantidad de Agar Nutritivo en un volumen de 35 mL (25 mL para
la caja de Petri y 10 mL para el medio de agar inclinado) de agua destilada para tres
cajas de Petri. Por lo tanto, se pesaron 1,4 g de Agar Nutritivo en la balanza analitica;
seguidamente, fueron depositados en un Erlenmeyer de 100 mL con 35 mL de agua
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destilada, luego, la mezcla se agitd para lograr la homogenizacion del medio de cultivo,
finalmente se sell6 con papel azlcar, se asegurd con cinta de enmascarar, se le colocé
cinta indicadora para identificar las unidades esterilizadas y se llevo a la autoclave hasta
Ilegar a una presion de 115 KPa por 15 min. Posteriormente, se apagé la autoclave y se
abrid el piston para liberar la presion.

Finalmente, se dejaron reposar los medios de cultivo a temperatura ambiente,
donde se procedio a depositar el Agar nutritivo en una placa de caja de Petri desechable
y esterilizada, de la misma manera, se agrego el medio en un tubo de ensayo

previamente esterilizado, tal como se observa en la ilustracion N° 29. Pasados 5

minutos, se verifico la solidificacion del medio. Los tubos se taparon y rotularon.

~

lHustracion N° 29 Medio de cultivo Agar Nutritivo

5.7.3. Preparacion del Material para Pruebas Antimicrobianas

El material de laboratorio como pinzas, hisopos, tubos de ensayo y sensidiscos
elaborados a base de papel filtro Whatman empleados en la preparacion de los medios
de cultivo y en la elaboracidn de las pruebas antimicrobianas de los aceites esenciales de
Siparuna gesnerioides (Kunth) se esterilizaron en autoclave hasta una presion de 115
KPa (ilustraciones N° 30 y N° 31)
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lustracion N° 31 Proceso de Esterilizacion de los medios de cultivo y el material de laboratorio.
Cabe resaltar que las cajas de Petri empleadas como placas de cultivo son de
material desechables, por lo cual se compraron selladas y esterilizadas para su previo

uso.
5.7.4. Preparacion del Inoculo

Para la replicacion de la cepa bacteriana de Salmonella enteritidis se seleccionaron
de 2 a 3 colonias bacterianas de un cultivo puro suministrado por el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Surcolombiana, las cuales fueron inoculadas con el
método de siembra con estrias por agotamiento para el caso del Agar Nutritivo en placa,
el cual se realiza con el fin de renovar la cepa bacteria asegurando la eliminacion de
contaminantes que se puedan haber adquirido con la antigua cepa bacteriana durante el

proceso de refrigeracion; por otro lado, en el caso del medio de cultivo en tubo inclinado
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0 bisel con un asa en aro se inoculo la bacteria en la superficie del medio por siembra en
estrias en forma de zigzag; finalmente, la cepa bacteriana de Salmonella enteritidis que
fue sembrada en placa y bisel se llevo a la incubadora por 24 horas a una temperatura de
37°C.

lHustracion N° 32 Preparacién y siembra de la cepa bacteriana Salmonella enteritidis en placa y bisel.

5.7.5. Estandarizacion del Inoculo

Para el proceso de estandarizacion del inoculo, se tuvo en cuenta la tabla para la
preparacion de los estandares del patrén de McFarland para la determinacién de un
namero aproximado de bacterias por mililitro; por lo tanto, se prepar0 el estandar a 0,5

en la escala de McFarland, la cual corresponde a 1.5 bacterias por cada mililitro.

Con relacion a la preparacion del estandar, se adiciond en un tubo de ensayo 0,5
mL de una solucion de (BaCl); al 1.175% y 99,5 mL de una solucion de (H2SO4) al 1%
y se agitd hasta lograr homogenizacion de la solucion, luego, se tomé el bisel o tubo
inclinado con medio de Agar Nutritivo previamente inoculado con cepa bacteriana de
Salmonella enteritidis, se le adicionaron 2 mL de solucion salina comercial. Luego, se
Ilevd a cabo la agitacion mecénica en un VVortex Mixer, con la ayuda de la tarjeta de
wickerham se realiz6 la comparacién del estandar 0,5 de McFarland, se determiné la
cantidad de solucion salina en mL hasta alcanzar el mismo grado de propiedad 6ptica
que la del estandar; el proceso de adicién de solucidn salina se repitio cinco (5) veces
seguidas hasta alcanzar 10 mL de solucion salina que permitio el grado de turbidez del

estandar 0,5 en la escala de McFarland (ilustraciones N° 33 y 34).
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lustracion N° 34 Preparacion del estandar 0,5 de McFarland

5.7.6. Siembra de la Cepa Bacteriana Salmonella enteritidis.

Una vez se realiz0 la estandarizacion correctamente, se procedio a realizar el
proceso de siembra masiva por extension en placa en los medios de cultivo preparados
con anterioridad (Agar TSA, Agar-Agar con extracto de Melon, Tomate, Papaya,
Maracuyd, Guanabana y fresa), por lo tanto, se procedi6 a tomar 100 mL del inoculo
bacteriano mediante el uso de una micropipeta previamente esterilizada y se agreg6
directamente dicha cantidad sobre cada uno de los veintitn (21) medios de cultivo; la
técnica de extension en placa de la muestra diluida se llevo a cabo con un hisopo
esterilizado de manera masiva y uniforme por la superficie del agar, una vez inoculadas
las placas, se dejé reposar el medio por 5 minutos, antes de instalar los sensidiscos
(ilustracion N° 35).
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lustracion N° 35 Siembra del inoculo de Salmonella enteritidis en placas

5.7.7. Pruebas de Sensibilidad Microbiana

Una vez terminado el proceso de siembra de la cepa bacteriana en las placas de
agar, se procedio a la implementacion de los sensidiscos previamente esterilizados en la
autoclave, para estas pruebas se emplearon los aceites esenciales de Siparuna
gesnerioides (Kunth) cuyas disoluciones fueron preparadas con anterioridad empleando
el aceite esencial de hojas obtenido por el método de arrastre con vapor de agua en
concentraciones de 5000 ppm y 10000 ppm vy el aceite esencial de tallos obtenido por el
método de hidrodestilacion simple a 50000 ppm, dichos aceites fueron colocados por
medio de cuadrantes como se observa en la ilustracion N° 37, el sensidisco colocado en
el cuadrante nimero 1 corresponde al aceite esencial a una concentracioén de 5000 ppm,
el cuadrante dos corresponde a una concentracion de 10000 ppm, el cuadrante nimero 3
corresponde a la concentracion de 50000 ppm y finalmente el cuadrante nimero cuatro
corresponde al sensidisco impregnado del aceite esencial puro, cada prueba se realizé
por duplicado y su respectiva prueba control como se observa en la ilustracion N° 38, el
control empleado corresponde al antibiético comercial Ampicilina (Oxoid) 10 mcg/disco

y como control negativo se empled Tween 80 al 20% (ilustraciones N° 38)
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lHustracion N° 36 Medios de cultivos con Salmonella enteritidis y disoluciones de AE de Siparuna
gesnerioides (Kunth)

lHustracion N° 38 Placa con controles positivo y negativo
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lHustracion N° 39 Impregnacion de sensidiscos con AE

En el cuadrante nimero 4 de las placas de Agar TSA y Agar-Agar con extracto de
Maracuyéa se empled el aceite esencial puro de Siparuna gesnerioides (Kunth) de tallos

por el método de hidrodestilacion simple (ilustracion N° 40).

lHustracion N° 40 Placas con AE Puro (Tallos) por HD.

Por otra parte, para el Agar- Agar con extracto de Tomate y el Agar-Agar con
extracto de Meldn se empled el aceite esencial puro de Siparuna gesnerioides (Kunth)
de hojas por el método de hidrodestilacion simple (ilustracion N° 41).
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lustracion N° 41 : Placas con AE Puro (Hojas) por HD.

Para el Agar- Agar con extracto de Fresa y el Agar-Agar con extracto de
Guandabana se empleo el aceite esencial puro de Siparuna gesnerioides (Kunth) de tallos

por el método de hidrodestilacion con arrastre por vapor de agua (ilustracion N° 42).

lHustracion N° 42 Placas con AE Puro (Ramas) por SD.

El Agar- Agar con extracto de Papaya se emple6 el aceite esencial puro de
Siparuna gesnerioides (Kunth) de tallos por el método de hidrodestilacion asistida por

radiacion de microondas (ilustracion N° 43).
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llustracion N° 43 Placas con AE Puro (Ramas) por MWHD

Finalmente, una vez terminado el proceso de fijacion de sensidiscos en los medios

de cultivo, estos fueron llevados durante 24 horas a 37°C a la incubadora para el proceso

o

lustracién N° 44 Proceso de Incubacion de Salmonella enteritidis en diversos medios de cultivo

5.7.8. Observacion de Resultados de las Pruebas de Sensibilidad

Pasadas las 24 horas de incubacion, se determind si los sensidiscos ubicados en las
cajas de Petri impregnados con los aceites esenciales de Siparuna gesnerioides (Kunth)
habian producido halos de inhibicién contra la Cepa bacteriana de Salmonella
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enteritidis. El halo de inhibicién se compara con los controles positivos y negativos
determinando sensibilidad o resistencia antimicrobiana de la bacteria gramnegativa
frente a los aceites esenciales de Siparuna gesnerioides (Kunth) a concentraciones de

5000 ppm, 10000 ppm, 50000 ppm y en estado puro.
5.7.9. Software “ImageJ”

Para determinar la medida en milimetros (mm) de los halos de inhibicion en las
placas de Petri se empled el software “ImageJ” el cual es un programa de procesamiento
de imagen digital que permite procesar, escanear y analizar imagenes; por lo tanto, para
el proceso de toma de mediciones se introduce una foto de los sensidiscos que presentan
halos de inhibicion junto a un papel milimetrado que serd empleado como medida de
referencia permitiendo calibrar el sistema obteniendo medidas en unidades de mm; el
software calcula el area, la media, la desviacion estandar, la moda, el minimo, el
maximo Yy la longitud (ilustracién N° 45). El tamafio del halo podra determinar el
potencial antimicrobiano de los aceites esenciales de Siparuna gesnerioides (Kunth)
frente a la bacteria gramnegativa Salmonella enteritidis.
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lHustracion N° 45 Software “J Image”
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1. Rendimiento de los Aceites Esenciales de Siparuna

gesnerioides (Kunth).

El porcentaje de rendimiento del AE obtenido por diferentes métodos de

extraccion fisica se reporta en la tabla N° 8.

Tabla 8 Comparacion del rendimiento de los AE de material seco de Siparuna gesnerioides (Kunth) con el
método de obtencion.

%

Método Masa material vegetal (g) Masa de los AE () Rendimiento
HD 50 g Hojas 1,0737 2,1474
HD 50 g Tallos 0,5320 1,0640
SD 50 g Hojas 0,3612 0,7224
SD 50 g Tallos 1,0688 2,1376

MWHD 50 g Hojas 1,8006 3,6012
MWHD 509 Tallos 0,7792 1,5584

De acuerdo en los resultados (tabla N° 8), el rendimiento de los aceites esenciales
a partir de 50,0 g de cada estructura (tallos y hojas) de Siparuna gesnerioides (Kunth)
A.DC., mediante la técnica de hidrodestilacion (HD), hidrodestilacion por arrastre con
vapor de agua (SD) e hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas (MWHD), se
logra apreciar que la técnica MWHD (3,6 %) permitid la mayor cantidad de aceite
esencial a partir de las hojas de la planta en comparacién con la técnica de
hidrodestilacion (2,1 %) y por arrastre con vapor de agua (0,72 %). Para los tallos, la
técnica por arrastre con vapor de agua (SD) permiti6 el mayor rendimiento de aceite
(2,13 %) en comparacion con MWHD (1,55 %) y HD (1,06 %). Cabe destacar que,
durante el proceso de extraccién de AE hay algunos factores fundamentales que afectan
de forma directa el rendimiento, los cuales pueden ser: el origen de la planta, el lugar
donde fue colectada, la edad, el tamafio de muestra, a causa que, un tamafio menor
permite una mejor transferencia de calor entre la especie y el agua permitiendo una
mayor evaporizacion de los AE, asimismo la cantidad de materia prima, agua o vapor,

temperatura y presion Villalta (2013).
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Estos datos contrarrestan lo estipulado por Montoya (2010) argumento en el
escrito que la mayoria de los AE presenta un rendimiento no mayor al 1%. No obstante,
los estudios realizados, Mahecha (2010), de los aceites esenciales de Siparuna
sessiliflora no presentan un margen comparativo del rendimiento que permitan hacer
aproximaciones de la cantidad de aceites obtenidos de la familia Siparunaceae, cabe
anotar que en la actualidad no se han encontrado otros estudios que sirvan como
referente. Dicho lo anterior, se logra llegar a la conclusion que los AE de esta especie
presentan un rendimiento mayor al de otras especies segun lo estipulado por Montoya
(2010), siendo este el primer estudio que reporta el porcentaje de rendimiento de AE’s
para la especie Siparuna gesnerioides.

Siendo las técnicas de hidrodestilacion asistida por microondas (MWHD) e
Hidrodestilacion simple (HD) las que permitieron obtener un mayor porcentaje de
rendimiento de AE de las hojas de Siparuna gesnerioides (Kunth), en contraste con las
técnicas de Hidrodestilacidn por Arrastre con Vapor de agua y la destilacion asistida por
radiacion microondas para los tallos, se logra determinar que esta especie produce mayor
cantidad de aceites esenciales en comparacion con otras especies de Siparuna, tal como
se reporta en la literatura cientifica. Segun lo reportado por Mahecha (2010), el
rendimiento de los Aceites esenciales de Siparuna sessiliflora expresado en porcentaje
en gramos de aceite obtenido por cada 100 g de muestra, se encontr6 entre 0.12% vy
0,17% para hojas y 0.11% y 0,14% para frutos. Considerando el interés de los AE en el
ambito industrial, se puede considerar a la especie vegetal Siparuna gesnerioides
(Kunth) A, DC., como una especie promisoria para la comercializacion de sus
metabolitos constituyentes; ademas cabe destacar que toma mayor valor al considerar

que esta especie vegetal presenta caracteristicas de plantas de cultivo.

6.2. Caracteristicas Organolépticas de los Aceites

El Aceite Esencial de los tallos de Siparuna gesnerioides obtenido por medio de
la técnica de hidrodestilacion simple (HD) presentd un color amarillo, un olor similar al

limon y una textura poco viscosa como se puede apreciar en la ilustracion N° 46; por
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otra parte, el aceite esencial perteneciente a las hojas present6 un color amarillo intenso
y su textura méas viscosa en comparacion con el AE de tallos como se puede apreciar en

la ilustracion 47.

lHustracion N° 46 Aceite Esencial de Siparuna lustracion N° 47 Aceite Esencial de Siparuna
gesnerioides (Kunth) (Tallos). Técnica HD gesnerioides (Kunth) (Hojas). Técnica HD

En contraste, el Aceite Esencial de los tallos obtenido por medio de la técnica de
hidrodestilacién por Arrastre con Vapor de Agua (SD) presentd un color amarillo
intenso con el caracteristico olor a limoén y una textura altamente viscosa como se puede
apreciar en la ilustracion N° 49; por otra parte, el aceite esencial perteneciente a hojas
present6 un color amarillo claro y una textura poco viscosa en comparacién con el AE

de los tallos, como se puede apreciar en la ilustracién N° 48.

lHustracion N° 48 Aceite Esencial de Siparuna lHustracion N° 49 Aceite Esencial de Siparuna
gesnerioides (Kunth) (Hojas). Técnica SD gesnerioides (Kunth) (Tallos). Técnica SD
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Los aceites esenciales de las partes aéreas (Tallos y Hojas) de la especie
Siparuna gesnerioides (Kunth) obtenidos por medio de la técnica de hidrodestilacion
Asistida con Microondas (HDMW) presentaron las siguientes caracteristicas: Para los
tallos, el aceite mostrd un color amarillo verdoso, con el caracteristico olor a limén y una
textura viscosa como se puede apreciar en la ilustracion N° 50; por otra parte, el aceite
esencial perteneciente a hojas presentd un color amarillo mas intenso con una textura
mas viscosa en comparacion con el AE de tallos, como se puede apreciar en la

ilustracién N° 51.

lHustracion N° 50 Aceite Esencial de Siparuna lHustracion N° 51 Aceite Esencial de Siparuna
gesnerioides (Kunth) (Tallos). Técnica MWHD gesnerioides (Kunth) (Hojas). Técnica MWHD

Al comparar los resultados de los seis aceites esenciales de los tallos y las hojas de
Siparuna gesnerioides (Kunth) obtenidos por los tres diferentes tipos de destilacion
(Hidrodestilacién simple, Hidrodestilacion por arrastre de vapor con agua e
Hidrodestilacion asistida por microondas) (ilustraciones N° 52, 53); se concluye que, el
aceite esencial de las hojas obtenido por el método de hidrodestilacion simple tiene un
color amarillo méas intenso y de mayor viscosidad en comparacion con las otras dos
técnicas. Por otro lado, en la ilustracion N° 54 se observa que el aceite esencial obtenido
de los tallos por la técnica de hidrodestilacion por arrastre con vapor de agua presentd
mayor intensidad en el color y textura que los aceites obtenidos por las otras dos

técnicas.
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lustracion N° 53 Aceites Esenciales de Siparuna  Ilustracién N° 54 Aceites Esenciales de Siparuna
gesnerioides (Kunth) Partes Aéreas (Hojas) gesnerioides (Kunth) Partes Aéreas (Tallos)

6.3. Andlisis por Cromatografia de Gases y Espectrometria de
Masas de los Aceites Esenciales Siparuna gesnerioides
(Kunth).

Para los analisis de la composicion quimica de los aceites esenciales de la especie
Siparuna gesnerioides (Kunth) por CG-MS, se obtuvieron un total de cinco perfiles
cromatograficos correspondientes a los aceites de las hojas por la técnica de
hidrodestilacion y por la técnica de arrastre con vapor de agua y a los aceites de los
tallos por la técnica de hidrodestilacion, por arrastre con vapor de agua y por destilacién
asistida por microondas. EI cromatograma del aceite obtenido de las hojas por la técnica
de destilacion asistida por microondas no mostro picos cromatograficos a las
condiciones empleadas para los demas aceites.

El andlisis de la composicién quimica de cada uno de los AE’s se realizé con base

en los tipos de compuestos identificados en los cromatogramas y espectros de masas. Se
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realiz6 una comparacion con los aceites esenciales reportados en otras especies de
Siparunas por otros autores de la literatura cientifica. En todos los cromatogramas se
detallan los compuestos obtenidos en funcion de su abundancia registrada por el detector
de masas y el valor de los tiempos de retencion.

Stashenko (2009) reporta que los AE estan compuestos principalmente por
sustancias volatiles mayoritariamente, los cuales en su gran mayoria corresponden a
compuestos de naturaleza terpénica; sin embargo, los resultados arrojados por los
diferentes cromatogramas demuestran que son muy pocos los compuestos de naturaleza
terpénica, por el contrario en su gran mayoria estan conformados por compuestos de
naturaleza alcohdlica e hidrocarburos alifaticos como alcanos, alquenos, cetonas y en

algunos casos acidos.

6.3.1. Cromatograma de gases CG-MS del aceite esencial de las hojas de S.

gesnerioides (Kunth) por Hidrodestilacion (HD).

TIC
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lustracion N° 55 Cromatograma CG-MS del aceite esencial de las hojas de Siparuna gesnerioides
(Kunth) por HD
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El cromatograma CG-MS (ilustracion N° 55) corresponde al AE de las Hojas
obtenido por Hidrodestilacién (HD), evidenciando 6 picos con tiempos de retencion
desde cero (0) hasta 20 minutos; mediante el espectro de masas se identifico la
composicion quimica de cada uno de los compuestos presentes en el AE, los
componentes principales tiene grupos funcionales de cetonas, alcoholes, alcanos
halogenados y alquenos; tal y como se evidencia en la tabla 9 y en la ilustracion N° 56.

Tabla 9 Composicion quimica del AE de las Hojas de Siparuna gesnerioides (Kunth) por el método de
hidrodestilacion.

Pico Tlempq d ¢ Nombre del Compuesto Basem/z  Area% | Kovats
Retencion
1 2,516 1,2-dicloroetano 65 62,13 727
2 2,772 Ciclohexeno 67 5,53 736
3 4,422 1,1,2-tricloroetano 61 15,07 791
4 11,86 Alcohol bencilico 79 8,59 1099
5 15,886  1-Nonanol 56 4,1 1124
6 19,262  2-Decanona 58 4,59 1295
100

Cl S N, Cyclohexene
Cl

Ciclohexeno
Ethane, 1,2-dichloro- Chemical Formula: C¢H
a,B-Dicloroetano Exact Mass: 82,08
Chemical Formula: C,H4Cl,
Exact Mass: 97,97
Cl
OH
Cl
cl Benzyl alcohol

Ethane, 1,1,2-trichloro- Bencenometanol

B-tricloroetano Chemical Formula: C;HgO

Chemical Formula: C,H;Cly Exact Mass: 108,06

Exact Mass: 131,93
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T W W Y

1-Nonanol
Chemical Formula: CoH,c0
Exact Mass: 144,15

2-Decanone
Chemical Formula: C;oH,,O
Exact Mass: 156,15

lustracion N° 56 Estructura molecular de los compuestos identificados por CG-MS del aceite esencial de
las hojas de Siparuna gesnerioides por HD

El espectro de masas de cada compuesto en el aceite esencial permitid identificar
la estructura quimica de cada constituyente, mediante el pico de ion molecular y los

picos fragmento.
6.3.1.1.  2-Decanona

La 2-Decanona presenta un olor floral a limon siendo un liquido incoloro, es una
metilcetona en el que los hidrogenos de metileno en la posicion 2 se reemplazan por un
grupo oxo. Tiene un papel como metabolito vegetal. Deriva de un hidruro de un decano,
siendo insoluble en agua y soluble en alcohol CNIB (2022).

La 2-decanona es un producto natural que se encuentra en Cichorium endivia,
Curcuma aeruginosa, Tetradium glabrifolium, ademas, ha sido reportada como
compuesto mayoritario en los aceites esenciales las hojas de la Siparuna guianensis
Noriega et al. (2014) lo que demuestra su presencia en este género, ademas, cabe
destacar que existen varios informes donde se reporta la presencia de la 2-undecanona y
2-nonanona como los compuestos mayoritarios del aceite esencial de Ruta chalepensis y

los responsables de su actividad repelente y larvicida, Andrade et al. (2017).
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lustracion N° 57 Formula Quimica Estructural lineal y en 3D de la molécula de 2-Decanona obtenidos
por medio de ChemDraw

El compuesto 2-Decanona mostré un pico de ion molecular m/z, de 156 umay los
picos fragmento con valores de m/z de 25, 41, 43, 58, 71, 85, 113, 127, 141 que se

encuentran presentes tanto en el espectro experimental (ilustracién N° 58) como en el

tedrico (ilustracion N° 59).

Pealkd#:6 R.Time:19.262(Scan#:5029)
MassPeaks:24

RawMode:Averaged 19.257-19.270(5028-5032)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event | Scan

110+
100
o
8
7
6
5
4
3
203

Tl s T

58
43

41

71

40 50 60 70 80 90

m/z

lHustracion N° 58 Espectro de masas experimental para la 2-Decanona presente en el AE de S.

gesnerioides.
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Hit#:1 Entry:10340 Library:NIST11s.lib
SI:94 Formula:C10H200 CAS:693-54-9 MolWeight:156 RetIndex:1151
CompName:2-Decanone $$ Decan-2-one $$ Methyl octyl ketone $$ n-C8H17COCH3 $$ Methyl n-c

=
| 85 98 113 127 141 156

25 | un | 2
[llll|‘l||[f||||‘|||[flII|||II[YIII|‘|II[TIII|‘| I[fllI|||II[flII|1|II[Y|II|‘|II[TIII|||II[Y|II ‘III[IIII 1III[IIII ‘III[IIII ‘II[[IIII ‘IIIIIIII ‘III[IIII ‘III[IIII ‘III[IIII ‘III[IIII ‘III[

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190

71

o o O
S

I?III?II

41

Hustracion N° 59 Espectro de Masas Teoérico de la 2-Decanona arrojado por la libreria NIST11s.lib

La 2-Decanona presenta un indice de retencién de kovats experimental de 1295, un valor
cercano al suministrado por la biblioteca NIST11s.lib del espectrometro de masas, 1151
para el indice de retencion de kovats (RetIndex) en la ilustracion N° 59; en contraste, en
la base de datos del libro web de quimica del Nits, SRD 69 se evidencia que, el valor del
indice de retencion varia segun las condiciones en las cuales se calcule este valor, entre
las mas comunes se encuentra el tipo de columna y la polaridad de la fase estacionaria
(NIST, 2021).
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6.3.2. Cromatograma CG-MS del aceite esencial de los tallos secos de S.

gesnerioides (Kunth) por Hidrodestilacion (HD).

TIC
5,000,000
(o]
3 P b S o T 3 =
f A 7 I F—
R | . .
10.0 20.0 30.0 40
min

lustracion N° 60 Cromatograma CG-MS del aceite esencial de los tallos secos de Siparuna gesnerioides
(Kunth). por HD

El cromatograma CG-MS (llustracion N° 60) corresponde al AE de los tallos
obtenido por Hidrodestilacién (HD), se evidencia 14 picos con tiempos de retencion
desde cero (0) hasta 40 minutos; mediante el espectro de masas se identifico la
composicion quimica de cada uno de los compuestos presentes del AE, los componentes
principales tiene grupos funcionales de éteres, aldehidos, acidos, alcoholes, alcanos y
alquenos; tal y como se evidencia en la tabla 10 y en las ilustraciones N° 61 y 62.

Tabla 10 Composicién quimica del AE de los Tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) por el método de
hidrodestilacién

Pico Tlempo_ fje Nombre del Compuesto Basem/z  Area% | Kovats
Retencion
1 2,532 3-Butin-1-ol 40 30,02 728
2 2,772 Ciclohexeno 67 46,67 736
3 2,917 3-Butin-1-ol 40 4,89 740
4 15,924 1-Heptanol 56 3,89 1175
5 18,787 3,7-dimetil-1-Octeno 41 0,67 1277
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6 19,297 2-metilpentanal 43 0,88 1296

7 19,977 Acido 2-propenoico, éster 2-metil-, 1- 69 1,85
metiletilico 1321
8 21,488 1-isociano-butano 55 0,53 1376
9 24,507 Oxido de Propileno 58 1,04 1494
10 26,714 1-nitropropano 41 0,57 1586
11 28,398 Propano, 2-bromo- 43 0,69 1660
12 36,656 1-Fluorononano 43 4,37 2068
13 38,423 Hidroperoéxido de terc-butilo 41 0,86 2166
14 40,129 2,2-dimetilbutano 43 1,99 2265
15 44,387 1-Bromoeicosano 57 1,08 2530

100

/\/ /\/\/\/OH
HO
1-Heptanol
=gl Heptyl alcohol

2-hidroxietilacetileno
Chemical Formula: C4HzO
Exact Mass: 70,04

1-Octene, 3,7-dimethyl-
1-octeno, 3,7-dimetil-
Chemical Formula: CyH,,
Exact Mass: 140,16

o]

OH

2-Propenoic acid, 2-methyl-
Acido metacrilico

Chemical Formula: C4H;0,
Exact Mass: 86,04

Chemical Formula: C;H,;,O
Exact Mass: 116,12

/O

Pentanal, 2-methyl-
Valeraldehido
Chemical Formula: C;H;,0
Exact Mass: 100,09

.C\\ +

N \/\/
Butane, 1-isocyano-
Acido metacrilico

Chemical Formula: CsHogN
Exact Mass: 83,07

lHustracion N° 61 Estructura molecular de los compuestos identificados por CG-MS de los Tallos de
Siparuna gesnerioides por HD
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Propane, 1-nitro-

Propylene oxide 1-Nitropropano
Oxirano Chemical Formula: C;H;NO,
Chemical Formula: C3HO Exact Mass: 89,05

Exact Mass: 58,04
: /\/\/\/\/

1-Fluorononane

Br Propane, 2-bromo- :
Bromuro de isopropilo Chemical Formula: CoH,oF
Chemical Formula: C;H,Br Exact Mass: 146,15
Exact Mass: 121,97
tert-Butyl Hydroperoxide Butane, 2,2-dimethyl-
OH Hidroperoxido de terc-butilo Butano, 2,2-dimetil-
O/ Chemical Formula: C4H (0, Neohexano
Exact Mass: 90,07 Chemical Formula: C¢Hyy

Exact Mass: 86,11

Br

1-Bromoeicosane
1-Bromoeicosano
Bromuro de eicosilo
Chemical Formula: CyoH4Br
Exact Mass: 360,24

lHustracion N° 62 Estructura molecular de los compuestos identificados por CG-MS de los Tallos de
Siparuna gesnerioides por HD

El aceite esencial de los Tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) obtenido por
hidrodestilacion, demostrd la presencia de varios compuestos de interés, estando en
mayor presencia el Ciclohexeno (46%) y el 3-butin-1-ol (30 %).

Mediante la observacién de los resultados arrojados por el espectro de masas de

cada aceite esencial, se logré identificar la estructura quimica de cada compuesto y sus
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constituyentes, mediante el pico de ion molecular y los picos fragmento, tal como se

muestra a continuacion para el hidroperoxido de ter-butilo.
6.3.2.1.  Hidroperdxido de ter-butilo (TBHP)

Es un compuesto conformado por un hidroperoxido de alquilo en el cual el grupo
alquilo es terc-butilo; es un liquido acuoso inoloro e incoloro, que presenta una densidad
menor al agua lo que le permite flotar y disolverse lentamente en esta, es ampliamente
empleado en una gran variedad de procesos de oxidacion dado que presenta propiedades

como agente antioxidante y antimicrobiano.

O

lustracién N° 63 Formula Quimica Estructural lineal y en 3D de la molécula de Hidroperdxido de terc-
butilo obtenidos por medio de ChemDraw

Segun la bibliografia consultada, no se han encontrado indicios de la presencia del
Hidroperdxido de ter-butilo en aceites esenciales, sin embargo, cabe aclarar que posee
propiedades antioxidantes y dentro de la familia Siparunaceae se han encontrado
diversas especies con propiedades antioxidantes como es el caso de la Siparuna
sessiliflora en la cual se ha reportado la presencia del compuesto hidroxibutilanisol
Mahecha (2010), ademas, en la quimica organica durante la formacion de los
carbocationes presentes en diversos productos naturales el cation terbutilo es terciario
por lo cual su carga es distribuida sobre cuatro atomos lo que le genera una mayor
estabilidad y un menor requerimiento energético para formarse; en el caso del cation
terbutilo presenta mayor estabilidad que el isopropilo y esté que el etilo; si durante la

produccion de una molécula se pudiera considerar la posible formacién de dos
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carbocationes, el que se formara seré el mas estable en este caso el terbutilo Autino et al.
(2013).

Este compuesto arrojé como resultado 41 uma segun el pico de ion molecular m/z,
y los picos de fragmentacion con valores de m/z de 41, 43, 55, 57, y 73, que se
encuentran presentes tanto en el espectro experimental (ilustracién N° 64) como en el
tedrico (ilustracion N° 65) al igual que la similitud entre los indices de retencién de
kovats tanto experimental (2166) como tedrico (2166) suministrado por la biblioteca

NIST11s.lib (ilustracion N° 65).

Peak#:13 R.Time:38.423(Scan#:10777)
MassPeaks:6

RawMode:Averaged 38.417-38.430(10776-10780)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

110+
1004 41 57

E 43
90

80

204 73

lustracion N° 64 Espectro de masas experimental para el Hidroperdxido de terc-butilo presente en el AE
de S. gesnerioides.

Line#:13 R.Time:38.420(Scan#:10777) Retention Index:2166 MassPeaks:6
RawMode:Averaged 38.417-38.430(10776-10780) BasePeak:41.00(5695)
BG Mode:Calc. from Peak Group | - Event 1 Scan

1005 7 5

S0

T3

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

lHustracion N° 65 Espectro de masas tedrico del Hidroperoxido de terc-butilo.
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6.3.3. Cromatograma de gases GC-MS del AE de las hojas secas de S.

gesnerioides (Kunth) por Arrastre con Vapor de Agua (SD)
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lustracion N° 66 Cromatograma GC-MS del aceite esencial de las hojas de la Siparuna gesnerioides
(Kunth) por SD

El cromatograma CG-MS del AE de las Hojas obtenido por Arrastre con Vapor de
Agua (SD), evidencio la presencia de 24 picos con tiempos de retencidn desde cero (0)
hasta 33 minutos, correspondientes a sesquiterpenos, cetonas, acidos, alcoholes, alcanos

y alquenos, tal y como se evidencia en la tabla 11.

Tabla 11 Composicién quimica del AE de las Hojas de Siparuna gesnerioides (Kunth) por el método de
Avrrastre con Vapor de Agua.

Tiempo de

Pico . Nombre del Compuesto Base m/z  Area% | Kovats
Retencion
1 2,52 1,2-dicloroetano 62 5,51 727
*2 2,773 Ciclohexano 67 9,38 726
3 15,894 1-Nonanol 41 4,92 1174
*4 19,266 2-Dodecanona 58 8,01 1295
5 19,967 3,3-dimetil-1-Penteno 69 1,75 1320
6 21,482 1-Octanol 55 1,21 1376
7 24,504 2-metilpentanal 58 1,15 1494
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8 25,893 7-octen-2-ol, 2-metil-6-metileno- 59 4,54 1552
1,6,10-dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimetil-,

9 26,114 (E)- (Estereoisomero) 69 5,44 1561
10 26,613 1H-CiclloEr;)p[g]azylen-7-o_l, decahidro- 43 6.78 1582
,1,7-trimetil-4-metileno-
- 1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-
11 26,723 trimetill-, [S-(2)]- 41 8,02 1587
12 26,858 2-Acetylbenzoic acid 149 0,98 1592
13 27,17 Propanedinitrilo (etoxi) 66 2,48 1606
14 27,367 7-metil-3,4-Octadieno 67 0,87 1615
15 27,448 Propanedinitrile, (ethoxy) 66 1,19 1618
16 27,796 1,3,6,10-Dodecatetraeno 43 1,52 1634
17 27,923 2-Furanmetanol, tetrahidro 105 3,99 1639
2-furanmetanol, tetrahidro-a, o,5-
18 28,067 trimetil-5-(4-metil-3-ciclohexen-1-il)-, 59 0,81 1646

[2S-[20,5B(R™)]]-
2-furanmetanol, tetrahidro-o, o,5-
19 28,272 trimetil-5-(4-metil-3-ciclohexen-1-il)-, 59 1,36 1655
[2S-[20,5B(R™)]]-
Ciclohexanometanol, 4-etenil-a, o,4-

*20 28,406 trimetil-3-(1-metiletenil)-, [1R- 59 17,58 1661
(la,30,4P)]-
21 28,745 7-Octen-2-ol, 2-metil-6- 59 11 1676
22 29,406 2-Furanmethanol, tetrahidro 43 1,53 1706
23 30,996 7-Octen-2-ol, 2-metil-6- 43 0,78 1780
24 31,626 1-Decen-3-ine 65 2,08 1810
25 44,386 Ftalato de di-n-octilo 57 7,02 2530
100

El aceite esencial de las hojas de Siparuna gesnerioides (Kunth) obtenido por
arrastre con vapor de agua (SD), demostro la presencia de varios compuestos de interés
(*), estando en mayor presencia el 2-Decanona (8,01%), 1,6,10-Dodecatrien-3-ol,
3,7,11-trimetill-, [S-(Z)]- (8,02%), Ciclohexano (9,38%) y el Ciclohexanometanol 4-
etenil-a, a,4-trimetil-3-(1-metiletenil)-, [1R-(1a,30,4B)]- (17,58%). Sin embargo, cabe
destacar la presencia de varios compuestos de naturaleza terpénica, siendo el caso del
(+)- Espatulenol (1H-Cicloprop[e]azulen-7-ol, decahidro-1,1,7-trimetil-4-metileno-); 10-
epi-Elemol (Ciclohexanometanol, 4-etenil-a,a,4-trimetil-3-(1-metiletenil)-, [1R-
(1a,3a,4R)]-), Nerolidol (1,6,10-dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimetil-, (E)-), Acetofenona
(Acido 2-acetilbenzoico) y el Mircenol (7-octen-2-ol, 2-metil-6-metileno), tal y como se

evidencia en la ilustracién N° 67.
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Cyclohexanemethanol, 4-ethenyl-.a.,.a.,4-trimethyl-3-(1-methylethenyl)
Ciclohexanometanol, 4-etenil-a,a,4-trimetil-3-(1-metiletenil)-, [IR-(1a,3a,4B)]-
Chemical Formula: C;5H,50
Exact Mass: 222,20

1-Nonanol
OH Chemical Formula: CoH,,0
Exact Mass: 144,15

T N W W

7-Octen-2-ol, 2-methyl-6-methylene
7-octen-2-ol, 2-metil-6-metileno
Mircenol
Chemical Formula: C,,H,30
o Exact Mass: 154,14
AN

HO

2-Acetylbenzoic acid
Acido 2-acetilbenzoico
Chemical Formula: CoHgO5
Exact Mass: 164,05

1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, (E)-
1,6,10-dodecatrien-3-ol, 3,7.11-trimetil-, (E)-
Norenidol
Chemical Formula: C,5H,50

o Exact Mass: 222,20
HO

X

IH-Cyeloprop|e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene-
1H-Cicloprop|e]azulen-7-o0l, decahidro-1,1,7-trimetil-4-metileno-
(+)-Spatulenol
Chemical Formula: C,sH,,0
Exact Mass: 220,18

1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S-(Z)]-
1,6,10-dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimetil-
Nerolidol

Chemical Formula: C,5H,s0

Exact Mass: 222,20 HO e

lustracion N° 67 Estructura molecular de los compuestos identificados por CG-MS de las hojas de
Siparuna gesnerioides por SD
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El espectro de masas acoplado al cromatografo de gases arrojé como resultado
para esté aceite esencial, los diversos picos y espectros requeridos para la identificacion
de los compuestos presentes, asi como sus diversos fragmentos, tal como es el caso de

las siguientes sustancias.
6.3.3.1.  (+)-Espatulenol

El (+)-Espatulenol (C1sH240) es un producto natural reportado en diversas
especies vegetales, clasificado como un sesquiterpénoide carbotriciclico con un alcohol
terciario y un grupo olefinico. Este compuesto tiene como nombre IUPAC: 4-
metilidenodecahidro-1H-ciclopropale]azuleno el cual lleva tres sustituyentes metilo en
las posiciones 1,1y 7, asi como un sustituyente hidroxilo en la posicion 7. Esta molécula
presenta diversas caracteristicas como componente de aceite volatil, un metabolito
vegetal, un anestésico y un agente vasodilatador CNIB (2022).

El espatulenol ademas ha demostrado actividades antioxidantes, antiinflamatorias,
antiproliferativas y antimicobacterianas; ademas ha mostrado una alta actividad
antioxidante con un CLso de 85,60 ug/mL en el sistema DPPH, Nascimiento, et.al.
(2018).

HO

\ .
W
AN

lHustracion N° 68 Formula Quimica Estructural lineal y en 3D de la molécula de (+) -Espatulenol por
medio de ChemDraw

102



El (+)-Espatulenol ha sido aislado e identificado en las partes aereas de Siparuna
guianensis Aublet (negramina) con un porcentaje de area relativo entre el 15,7% vy el
22%, al igual que en Siparuna muricata aunque en menor proporcion Villalta (2013).

Los resultados reportados en la literatura concuerdan con los obtenidos en esta
investigacion que permiten corroborar la identidad quimica del espatulenol, como la
masa molecular: 220,18, tiempo de Retencion: 26,6, base m/z: 42.95 y un indice de
retencion de kovats de 1582 tal como se observa en el espectro de masas experimental
(ilustracion N° 69) y teorico-(ilustracion N° 70).

Peak#: 10 R.Time:26.613(Scan#:7235)
MassPeaks:54

RawMode: Averaged 26.607-26.620(7233-7237)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
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lHustracion N° 69 Espectro de masas experimental para el (+)-Espatulenol presente en el AE de S.
gesnerioides.

Hit#:1 Entry:20009 Library:NIST11s.lib
SI:82 Formula:C15H240 CAS:6750-60-3 MolWeight:220 RetIndex: 1536

CompName: 1 H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene-, [1ar-(1a.al ph.'\l./4a
100

OH

F o ) i el i e e L |
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330

lHustracion N° 70 Espetro de Masas tedrico para el Espatulenol. Tomado de NITS (2014)
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El indice de retencion de kovats arrojado por el espectro de masas con valor de
1582 presenta similitud a lo reportado en la biblioteca NIST11s.lib con un valor de
1536, tal como se puede evidenciar en el espectro de masas teorico para el Espatulenol
(ilustracion N° 70), de igual forma, en la base de datos del libro web de quimica del
Nits, SRD 69 se puede evidenciar que el valor del indice de retencion varia segun las
condiciones en las cuales se calcule este valor, entre las mas comunes se encuentra el
tipo de columna 'y la polaridad de la fase estacionaria.

A continuacion, en la ilustracion No. 71 se presenta la fragmentacion molecular

del Espatulenol.
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llustracién N° 71 Propuesta de fragmentacion para la molécula de Espatulenol. Tomado de Abati (2007).

6.3.3.2.  10-epi-elemol

El 10-epi-elemol es un compuesto de naturaleza terpenoide con un alcohol

terciario y un grupo olefinico; es un producto natural reportado en los aceites esenciales
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de diversas especies vegetales, como es el caso del Citrus nobilis y Citrus reticulata,
tiene un papel como fragancia y metabolito vegetal, CNIB (2022).

Villalta (2013), enuncia la presencia del elemol con una tasa de 10% siendo uno de
los compuestos principales de los aceites esenciales de las partes aéreas de la S.
guianensis Aublet (negramina), ademas, ha sido reportado en altas concentraciones
como es el caso del aceite esencial de la madera del Bulnesia sarmientoi Lorenz ex

Griseb con un porcentaje de area relativo del 10,17%, Enriquez y Orrabalis (2019).

lustracién N° 72 Formula Quimica Estructural lineal y en 3D de la molécula de 10-epi-elemol obtenidos
por medio de ChemDraw

Tal como se logra apreciar en los dos cromatogramas, tanto experimental
(ilustracion N° 72) como tedrico (ilustracion N° 73), la similitud entre los picos

fragmento, permite confirmar la presencia de 10-epi-elemol en el aceite esencial.
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lHustracion N° 73 Espectro de masas experimental para el 10-epi-elemol presente en el AE de S.
gesnerioides.

Line#:20 R.Time:28.403(5can#:7772) Retention Index:1661 MassPeaks:64

RawMode:Averaged 28.400-28.413(7771-7775) BasePeak:59.00(153040)
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lustracién N° 74 Espectro tedrico del 10-Epi-elemol contenido en la biblioteca NIST11s.lib del equipo de
espectrometria de masas.

En los espectros de masas tedrico (ilustracion N° 74) y experimental (ilustracién
N° 73) muestran similitud para el pico de ion molecular con un valor m/z de 204 y los
picos fragmento con un valor m/z de 189, 161, 149, 133, 121, 105, 95, 79y 59, los
respectivos indices de Kovats reportados y recopilados por la Nits, (2021) los valores
oscilan entre 1527 y 2079, las condiciones exdgenas como son el equipo implementado,
la fase estacionaria, tipo de columna, polaridad de la columna, etc... permite asignar el

valor obtenido de 1639 para el indice de kovats experimental.
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6.3.3.3. Nerolidol

El nerolidol (C1sH260) es un sesquiterpénoide farnesano que lleva grupos metilo
en las posiciones 3, 7'y 11 y un grupo hidroxilo en la posicion 3; componente principal
de aceites volatiles; siendo este producto de caracter natural presente en estructuras
florales de las especies vegetales; es ampliamente usado como agente saborizante de
alimentos, cosmético y no cosmético, feromona, neuroprotector, antifingico,
antiinflamatorio, antihipertensivo, antioxidante, atrayente de insectos y herbicida. Es un
compuesto organico volatil que posee dos isbmeros geométricos, trans y cis CNIB
(2022) los cuales ambos fueron identificados por el espectro masas, sus estructuras
quimicas se pueden apreciar mejor en la parte inferior izquierda de la ilustracién N° 67.

El Nerolidol fue reportado como compuesto principal de los aceites esenciales de
Siparunas recolectadas en el estado de Rondonia (Brasil) en el mes de junio durante el
tiempo de floracidn, sin embargo, su presencia fue nula en el mes de febrero, lo que
demuestra que la produccién de compuestos de las especies pueden estar 0 no presentes
segun cambios que pueda sufrir la especie, Villalta (2013), de igual forma se encuentra
presente en los aceites esenciales de las hojas de la Siparuna teocafora colectada en
Panama Kumari et al. (2014).

HO,

Z
Z
2
.

lHustracion N° 75 Formula Quimica Estructural lineal y en 3D de la molécula de Nerolidol obtenidos por
medio de ChemDraw
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El espectro de masas experimental (ilustracion N° 75) y el tedrico (ilustracion N°
76) del Nerolidol muestran similitudes para el pico de ion molecular con un valor m/z de
121 y los picos fragmento de m/z 107, 91,79, 69, 43 y 41.

Peak#:11 R.Time:26.723(Scan#:7268)
MassPeaks:43

RawMode:Averaged 26.717-26.730(7266-7270)
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lHustracion N° 76 Espectro de masas experimental para el Norelidol (Z) presente en el AE de S.
gesnerioides.

Line#:11 R.Time:26.723(Scan#:7268) Retention Index: 1587 MassPeaks:43
RawMode: Averaged 26.717-26.730(7266-7270) BasePeak:41.00(74332)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
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lustracién N° 77 Espectro tedrico del Norelidol (Z) contenido en la biblioteca NIST11s.lib del equipo de
espectrometria de masas.

Los respectivos indices de Kovats experimentales obtenidos presentan un valor de
1561 siendo estos muy similares a lo reportado por Guerrero, (2008) y Choi, (2005) con
valores correspondientes a 1564 y 1565, cabe resaltar que estos valores pueden variar un
poco debido a la técnica y a las condiciones empleadas.
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llustracion N° 78 Propuesta de fragmentacion para el E-Nerolidol. Modificada de Guerrero, (2008).
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Guerrero, (2008) se basa en los siguientes fundamentos para la postulacion de la
fragmentacion molecular del E-Nerolidol o trans-Nerolidol:

“-Tal como indica la literatura, el Trans-Nerolidol, alcohol terciario, no presenta el
pico M - H>O, como muestran algunos alcoholes terciarios (Silverstein, 1998), pero
mediante un reordenamiento es posible eliminar una molécula de agua acompafada de
un metilo (CHs) 6 propilo (CsHy).

-El pico base m/e 69 puede ser debido al fragmento CsHg 6 C3HsCO.

-Ausencia del fragmento M™. - H,0.

-Presencia de los iones CsHz (m/e 41) y C7Hg (m/e 93) con intensidad mayor al

50%.”

6.3.3.4. Mircenol

El mircenol (C10H180) es un monoterpénoide y un alcohol terciario que es oct-7-
en-2-ol sustituido por un grupo metilo en la posicién 2 y un grupo metilideno en la
posicion 6. Hasta el momento no se han encontrado articulos o textos cientificos en los
cuales se haya reportado el mircenol como componente del aceite esencial del género
Siparuna, sin embargo, ha sido reportado en diversos aceites esenciales de especies de
pino como un compuesto mayoritario Ifiaguez et al. (2014), Eucalyptus tereticornis en
una baja concentracion Arango et.al. (2011), y ademas en Elsholtzia pilosa y Ocimum
gratissimum, presenta un papel importante como metabolito vegetal y fragancia, CNIB
(2022).

HO

lustracion N° 79 Formula Quimica Estructural lineal y en 3D de la molécula del Mircenol obtenidos por
medio de ChemDraw

El Mircenol mostro un pico de ion molecular m/z, de 154 uma, valor comparado

con los arrojados por el espectro tedrico de la libreria NIST, logrando identificar
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similitud entre los siguientes picos con valores m/z de 41, 43, 59, 79, 93, 107, 121, 136
que se encuentran presentes tanto en el espectro experimental (ilustracion N° 78) como
en el espectro tedrico (ilustracion N° 79); por otro lado, se presenta una diferencia entre
los valores del indice de retencion de kovats tedrico (1552) y el experimental
suministrado por la biblioteca NIST11s.lib del espectro de masas y Ruiz, (2017) con un
valor de 1064 y 1075, respectivamente, este margen de error puede ser atribuido a la
diferencia de técnicas implementadas asi como las condiciones bajo las cuales se calculd
este valor, cabe resaltar que el valor puede variar debido a variables independientes que
se aplican durante el proceso de inyeccion de la muestra al cromatdgrafo de gases como
lo son el tipo de columna implementada, polaridad de la fase, temperatura a la cual es
Ilevada la muestra entre otras, tal como lo demuestra NITS, (2021) en su base de datos la
cual cuenta con varios datos relacionados con el indice de kovats segun las diversas
variables que se han implementado para la identificacion de la molécula y el calculo del
indice de kovats.

Peak#:8 R.Time:25.803(Scan#:7019)
MassPeaks:39

RawMode:Averaged 25.887-25.900(7017-7021)
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lHustracion N° 80 Espectro de masas experimental para el Mircenol presente en el AE de S. gesnerioides.
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Hit#:1 Entry:9956 Library:NIST11s.1ib
SI:85 Formula:C10HIBO CAS:543-39-5 MolWeight:154 RetIndex:1064
CompName:7-Octen-2-ol, 2-methyl-6-methylene- $$ Myrcenol $$ 2-Methyl-6-methylene-7-octen-2-
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llustracion N° 81 Espectro tedrico del Mircenol contenido en la biblioteca NIST11s.lib del equipo de
espectrometria de masas.

6.3.4. Cromatograma de gases CG-MS del AE de los Tallos secos de S.

gesnerioides (Kunth) por Arrastre con Vapor de Agua (SD).

El cromatograma CG-MS (llustracién N° 80) corresponde al AE de los tallos
obtenido por medio del método de Arrastre con Vapor de Agua (SD), se logran
evidenciar 5 picos con tiempos de retencion desde cero (0) hasta 45 minutos; mediante
la espectrometria de masas se identifico la composicion quimica de cada uno de los
compuestos presente en el AE, el cual esta constituido principalmente por hidrocarburos
alifaticos de tipo aldehido, alcanos y alquenos; tal y como se evidencia en la tabla 12.
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El aceite esencial de los Tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) obtenido por

Arrastre con vapor de agua (SD), demostré la presencia de varios compuestos de intereés,

estando en mayor presencia el 1,2-dicloroetano (25,14%), Ciclohexeno (62,26 %) y 2-

metilpentanal (5,42 %), tal como se muestra en la tabla 12 y en la ilustracion N° 81 - 82.

Tabla 12 Composicion quimica del AE de Tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) por el método de
Arrastre con Vapor de Agua.

Pico Tlempo_ fje Nombre del Compuesto Base m/z Area% | Kovats
Retencion
1 2,52 1,2-dicloroetano 62 25,14 727
2 2,771 Ciclohexeno 67 62,26 736
3 15,93 3,7-dimetil-1-Octeno 41 2,97 1176
4 19,285 2-metilpentanal 58 5,46 1296
5 44,389 3,3,4-trimetilhexano 57 4,17 2530
100
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A N

1-Heptanol
Heptyl alcohol
Chemical Formula: C;H,;0
Exact Mass: 116,12

3-Butyn-1-ol
2-hidroxietilacetileno
Chemical Formula: C4H;O
Exact Mass: 70,04

/O

Pentanal, 2-methyl-
Valeraldehido
Chemical Formula: C;H;,0
Exact Mass: 100,09

1-Octene, 3,7-dimethyl-
1-octeno, 3,7-dimetil-
Chemical Formula: CyH,,
Exact Mass: 140,16

lustracion N° 83 Estructura molecular de los compuestos identificados por CG-MS de los tallos de
Siparuna gesnerioides por SD
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OH

2-Propenoic acid, 2-methyl-
Acido metacrilico

Chemical Formula: C4;Hz0,
Exact Mass: 86,04

o

A

Propylene oxide
Oxirano
Chemical Formula: C;H4O

C

\\N\/\/
Butane, 1-isocyano-
Acido metacrilico

Chemical Formula: CsHgN
Exact Mass: 83,07

I
/\/ \O'
Propane, 1-nitro-
1-Nitropropano

Chemical Formula: C;H;NO,
Exact Mass: 89,05

Exact Mass: 58,04

F /\/\/\/\/
Br Propane, 2-bromo- }—Fluorononane
Bromuro de isopropilo Chemical Formula: CoH¢F
Chemical Formula: C3H;Br Exact Mass: 146,15

Exact Mass: 121,97

lustracion N° 84 Estructura molecular de los compuestos identificados por CG-MS de los tallos de
Siparuna gesnerioides por SD

6.3.5. Cromatograma de gases GC-MS del AE de los tallos secos de S.
gesnerioides (Kunth) por Hidrodestilacion asistida por Microondas

(MWHD).

El cromatograma CG-MS de la llustracion N° 83 corresponde al AE de los tallos
obtenido por medio del método de Arrastre con Vapor de Agua (SD), donde se logra
evidenciar 4 picos con tiempos de retencion desde cero (0) hasta 15 minutos; mediante
la espectrometria de masas se identifico la composicion quimica de cada uno de los
compuestos presentes en esté AE, el cual esta constituido de hidrocarburos alifaticos,

alcoholes, alcanos y alquenos; tal y como se evidencia en la tabla 13.
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lHustracion N° 85 Cromatograma CG-MS del AE de los Tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) por
MWHD

El aceite esencial de los Tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) obtenido por
Hidrodestilacion asistida por Microondas (MWHD), demostro la presencia de muy
pocos compuestos, los cuales son principalmente de caracter clorados, tal como se

muestra en la tabla 13.

Tabla 13 Composicion quimica del AE de los Tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) por el método de
Hidrodestilacién asistida por Microondas

Pico Tlempo_ d N Nombre del Compuesto Base m/z  Area% !
Retencion Kovats
1 2,52 1,2-dicloroetano 64 81,79 727
2 2,771 Ciclohexeno 67 12,37 736
3 19,285  Etano, 1,1,2-tricloro- 61 1,65 791
4 44389  2-clorociclohexanol 57 4,19 1030
100

Dentro de las caracteristicas para la actividad antimicrobiana el componente activo

es el encargado de realizar la accion bactericida, antiséptica o inhibitoria del
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desinfectante, puede ser de naturaleza orgénica, fendlica u aceites esenciales,
inorganicos o compuestos clorados, Castellanos et al. (2019).

La baja presencia de compuestos en los aceites esenciales en comparacion con los
obtenidos por otros métodos de destilacion pueden ser atribuidos a las altas temperaturas
a la que fue expuesta la muestra, dado que el potencial del equipo se manejé en un rango
de 70 — 90%, sin que se pudiera disminuir o aumentar por problemas con el
microprocesador, dentro de las caracteristicas claves para la unidad de extraccion de
aceites mediante la radiacion por microondas se encuentra la potencia variable, es decir
que el equipo debe presentar las condiciones 6ptimas de trabajo a diferentes frecuencias
de tiempo y de potencia; cada equipo posee un controlador que incluye generalmente un
microprocesador, aunque algunas unidades muy baratas las cuales no cuentan con la
calidad requerida para el tiempo de trabajo al cual es sometido el equipo, el controlador
es el encargado de manejar el reloj digital y temporizador de coccién; ademas, establece
los niveles de potencia de microondas a la cual se va a trabajar y en algunos hornos de
alta calidad, vigila sensores de humedad y de temperatura.

Como se menciond en el apartado de metodologia, el proceso de obtencion del
hidrolato mediante el método de MWHA se realiz6 por secciones de 7 min de
funcionamiento y 5 min de enfriamiento del equipo, segun lo reportado con anterioridad
por otros trabajos autores, sin embargo, en la mayoria de los hornos microondas el nivel
de potencia es controlado por el ancho de pulso del generador que posee cada
microondas el cual es generalmente un ciclo que dura 10 -30 segundos; mediante tres
formas de funcionamiento ALTO permanece activado, MEDIO siendo de 10 segundos
activado y 10 segundos apagado y finalmente LOW el cual puede ser 5 segundos

activado y 15 segundos apagado Contreras (2010).

6.4. Ensayos Biologicos

Una vez pasadas las 24 horas para el 6ptimo proceso de incubacion de la Cepa

bacteriana de Salmonella enteritidis; se determinaron los resultados obtenidos para las
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pruebas de sensibilidad o resistencia antimicrobiana de los aceites esenciales de
Siparuna gesnerioides (Kunth) con respecto al patdgeno Salmonella enteritidis en

diferentes medios de cultivos.
6.4.1. Agar TSA

En primer lugar, se realizo la observacion de los resultados obtenidos en el agar

estandar (Agar TSA) dictaminado para la prueba de sensibilidad antimicrobiana.

Tabla 14 Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana para Salmonella enteritidis con los AE de
Siparuna gesnerioides (Kunth) en Agar TSA.

[1AE REPLICA REPLICA2 Promedio Varianza Desviacion
1 (mm) (mm) (mm) o’ Estandar
&)
5000ppm 0 0 0 0 0
10000ppm 0 0 0 0 0
50000ppm 0 0 0 0 0
AE PURO 0.8462 2.2038 1,1433 2,1901 1,4799
C.P Ampicilina 0.7677 0.1777 0,4727 0,17397 0,4171
C. N Tween 80 al 0 0 0 0 0
20%

Como se logra apreciar en la tabla 14, los aceites esenciales de Siparuna
gesnerioides (Kunth) en medio de cultivo Agar TSA, a concentraciones de 5000 ppm,
10000 ppm y 50000 ppm no presentaron halos de inhibicién en ninguna de las dos
placas realizadas; por lo cual, se puede considerar que a estas concentraciones el AE no
presento actividad antimicrobiana contra la Salmonella enteritidis, sin embargo, se
puede observar en los datos de la tabla 14 y en la ilustracion N° 86 que el aceite esencial
en su forma intacta si presenta actividad antimicrobiana, presentando halos de inhibicion
de diametro considerable con medidas estimadas de 1,1433 mm (* 1,4799),
determinando que el aceite esencial de Siparuna gesnerioides (Kunth) presentd mayor
efectividad contra Salmonella enteritidis en comparacion con el antibiotico comercial

empleado como control positivo, el cual present6 halos de inhibicion de 0,4727 mm (%

0,4171).
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lHustracion N° 86 Placas de la prueba de sensibilidad en Agar TSA para el patégeno Salmonella
enteritidis.

Segun los resultados obtenidos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, el aceite esencial de Siparuna gesnerioides (Kunth) de hojas
obtenido por SD, presenta moléculas tales como (+)-espatulenol y 6xido de a-Bisabolol,
que presentan actividad antimicrobiana al igual que la molécula de Oxido de propileno
encontrada en el aceite esencial de Siparuna gesnerioides (Kunth) de Tallos, obtenida
por el método HD; sin embargo, aungue los AE presentan compuestos que reportan
actividad antimicrobiana segun lo planteado por Rodriguez E. (2011), en muchos casos
los antimicrobianos pueden no tener ningun efecto hasta que se rebasa una
concentracion critica. El aceite esencial de Tallos por HD usado en forma pura en la
prueba de sensibilidad antimicrobiana, fue el Gnico cuadrante en presentar actividad,
generando un halo mayor al control positivo (Ampicilina), por lo cual podemos
determinar también que segun lo reportado por Tafur et al. (2008) los mecanismos que
utilizan las bacterias para defenderse de los antibidticos estan en constante evolucion,
por lo cual al presentarse la evaluacion entre un antibiotico comercial y una alternativa
natural, se observo que las bacterias presentan mayor resistencia a los componentes
antimicrobianos de la ampicilina, segun Fierro et al. (2011) se reporto resistencia a
ampicilina en el 81.25% de 16 cepas de Salmonella aisladas y esto debido a su alto uso

frecuente para tratar infecciones bacterianas.
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6.4.1.1. 6.4.2. Medios de Cultivo a Base de Extracto de Fruta con

Manipulaciéon Previa (DESPULPADORA ARCHILA)

6.4.2.1. Agar-Agar con extracto de Maracuya (Passiflora edulis)

En la tabla 15 se encuentran los resultados obtenidos para los halos de inhibicién
en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana en Agar-Agar con extracto de Maracuya
(Passiflora edulis) contra la bacteria gramnegativa Salmonella enteritidis las medidas
estimadas de 1,8134 mm (+ 0,4360) para la concentracion de 5000 ppm; 1,7149 mm (+
0,34832) para la concentracion de 10000 ppm; 1,5278 mm (+ 0,81954) para la
concentracion de 50000 ppm y de 2,3102 mm (z 0,65803) para la prueba de sensibilidad
realizada con el aceite esencial intacto de los Tallos obtenido por el método de
hidrodestilacién simple, es importante resaltar que los resultados obtenidos con el AE
puro tiene un didmetro mayor a la obtenida por el control positivo (Ampicilina) con un
valor promedio de 1,9278 mm (£ 0,03564).

De acuerdo con los resultados obtenidos a medida que aumenta la concentracion
de los aceites esenciales de Siparuna gesnerioides (Kunth) la bacteria Salmonella
enteritidis va presentando un incremento en la resistencia antimicrobiana, debido a que
la bacteria presenta mayor disminucion de longitud de halo en la concentracion de 50000
ppm en la primera replica y a 10000 ppm en la segunda replica, sin embargo, tambiéen se
aprecia que el AE en estado puro presenta el mayor halo de inhibicion segun la

ilustracién N° 87.

Tabla 15 Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana para Salmonella enteritidis con los AE de
Siparuna gesnerioides (Kunth) en Agar-Agar con extracto de Maracuyé (Passiflora edulis).

REPLICA 1 REPLICA Promedio Varianza Desviacion

2 7
[ TAE (mm) 2 (mm) (mm) o Est(aigdar
5000ppm 1,5051 2,1217 1,8134 0,19009 0,4360
10000ppm 1,9612 1,4686 1,7149 0,12133 0,34832
50000ppm 0,9483 2,1073 1,5278 0,67164 0,81954
AE PURO 1,8449 2,7755 2,3102 0,43300 0,65803
Ampicilina 1,9026 1,953 1,9278 1,27E-03 0,03564
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Tween 80 al 0 0 0
20%

lHustracion N° 87 Placas de la prueba de sensibilidad en Agar-Agar con extracto de Maracuya (Passiflora
edulis) para el patdgeno Salmonella enteritidis.

Con base en los resultados obtenidos en el Agar-Agar con extracto de maracuya
(Passiflora edulis) y analizando los datos obtenidos en Agar TSA, se determin6 que
aunque ambos ensayos bioldgicos contaban con las mismas variables de concentracion y
de tipo de AE, en el Agar con extracto de pulpa de fruta se evidenci6 la presencia de
halos de inhibicion para los cuatros cuadrantes; teniendo como base al autor Rodriguez
E. (2011) en donde enfatiza que se debe rebasar la concentracidn critica para generar un
efecto antimicrobiano, y que por mas que los AE contengan moléculas que posean esta
actividad se deben emplear concentraciones adecuadas para que se activen; si bien estos
aceites esenciales tienen componentes como (+)-Espatulenol, Oxido de propileno y
Oxido de a-Bisabolol, las concentraciones a 5000 ppm, 10000 ppm, y 50000 ppm aln
son bajas para contrarrestar al patdégeno, sin embargo, en combinacion con los
componentes que brinda el extracto de maracuya (Passiflora edulis) al medio, se genera
un incremento en el potencial antimicrobiano de estos AE; segin Reyes & Séaenz, (2019)
las especies del género Passiflora reportan en su composicién mayoritariamente
flavonoides y saponinas como compuestos con capacidades antimicrobianas y

antiinflamatorias, que pueden estar aportando al proceso de contraposicion del
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crecimiento bacteriano ya que cabe aclarar que la mayoria de los agentes

antimicrobianos usados en alimentos inhiben el crecimiento mas no lo eliminan.

6.4.2.2. Agar-Agar con extracto de Guanabana (Annona muricata)

Asimismo, como se puede observar en la tabla N°16, los resultados obtenidos para
los halos de inhibicion en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana con el Agar-Agar y
el extracto de Guanabana contra el patdgeno Salmonella enteritidis las medidas de los
halos fueron de 1,6206 mm (£ 0,2078) para la concentracion de 5000ppm; 1,2336 mm
(x 0,2161) para la concentracién de 10000 ppm; 2,6019 mm (£ 0,6343) para la
concentracion de 50000 ppm y de 6,6887 mm (+ 0,0679) para la prueba de sensibilidad
realizada con el aceite esencial puro de los tallos obtenido por el método de arrastre con
vapor de agua, ademas, es importante resaltar que los resultados obtenidos con el AE
puro tiene un didmetro mayor al obtenido por el control positivo (Ampicilina) cuyo valor
promedio fue de 4,0038 mm (£ 0,1036).

De acuerdo con los resultados mostrados en la ilustracién N° 88, se determina que
a medida gue se aumenta la concentracion de los aceites esenciales de Siparuna
gesnerioides (Kunth), la bacteria Salmonella enteritidis va presentando un incremento en
la resistencia antimicrobiana, ya que al observar los resultados obtenidos entre las
concentraciones de 5000 ppm a 50000 ppm la bacteria presenta una mayor disminucion
en el didmetro del halo a la concentracion de 10000 ppm, sin embargo, también se puede
apreciar que el AE en estado puro en comparacion con las demas concentraciones

presenta un gran halo de inhibicion mostrando su alto potencial antimicrobiano.

Tabla 16 Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana para Salmonella enteritidis con los AE de
Siparuna gesnerioides (Kunth) en Agar-Agar con extracto de Guanabana (Annona muricata).

[ ]de AE REPLICA REPLICA Promedio Varianza Desviacion

1 (mm) 2 (mm) (mm) o’ Estandar
()
5000 ppm 1,7675 1,4736 1,6206 0,0431 0,2078
10000 ppm 1,3864 1,0808 1,2336 0,0466 0,2161
50000 ppm 3,0504 2,1533 2,6019 0,4023 0,6343
AE PURO 6,7367 6,6407 6,6887 4,1E-03 0,0679
C.P. Ampicilina  3,9305 4,077 4,0038 0,0107 0,1036
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C.N. Tween 80 al 0 0 0 0 0
20%

23/65/ 22
a

llustracion N° 88 Placas de la prueba de sensibilidad en Agar-Agar con extracto de Guandbana (Annona
muricata) para el patdgeno Salmonella enteritidis.

Segun los resultados obtenidos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, el aceite esencial de los tallos de Siparuna gesnerioides
(Kunth) obtenido por SD empleado en el cuadrante 4, presenta entre sus compuestos
quimicos la molécula de Dodecanona que registra actividad antimicrobiana, sin
embargo, y teniendo como referentes los datos recolectados a partir de la investigacion,
el gran potencial antimicrobiano que se evidencio en el medio de cultivo con extracto de
Guanabana (Annona muricata) también tiene que ver con las propiedades que aporta la
misma; segin Hernandez (2013) se reporta que la pulpa de la guanabana estéa
constituida principalmente por agua y proporciona sales minerales, potasio, fosforo,
hierro, calcio, lipidos, ademas, de tener un alto valor calérico debido a la presencia de
hidratos de carbono; ademas es rica en vitamina C y provitamina A, asi como de
vitamina B; que aportan mayor beneficio a los medios para un optimo crecimiento del
patdgeno, de igual forma, seguin Pinero (2022) se reporta para las plantas pertenecientes
a la familia de las Annonaceae su alto contenido de acetogeninas que se han estudiado

por su alto poder antimicrobiano.
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6.4.2.3. Agar-Agar con extracto de Fresa (Fragaria vesca)

En los resultados obtenidos de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana en Agar-
Agar con el extracto de Fresa contra la bacteria gramnegativa de Salmonella enteritidis
se puede evidenciar que al igual que en el Agar TSA en concentraciones de 5000 ppm,
10000 ppm y 50000 ppm no se presencié halos de inhibicion, en contraste con lo
observado en el cuadrante numero 4 correspondiente al AE puro, el cual presento halos
de 4,2001 mm (£5,939) (ilustracion N° 89), mayor a la obtenida para el halo de
inhibicidn del antibiotico, sin embargo, también se logré apreciar que una de las réplicas
realizadas presentd contaminacion y crecimiento nulo de la cepa bacteriana, por lo cual
no presento resultados en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana en consecuencia a
estos parametros se obtuvo como se puede apreciar en la tabla N° 17 una dispersion de

datos muy grande (£5,939).

Tabla 17 Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana para Salmonella enteritidis con los AE de
Siparuna gesnerioides (Kunth) en Agar-Agar con extracto de Fresa (Fragaria vesca).

[ ]de AE REPLICA REPLICA  Promedio Varianza Desviacion
1 (mm) 2 (mm) (mm) o? Estandar
(£)

5000 ppm 0 0 0 0 0

10000 ppm 0 0 0 0 0

50000 ppm 0 0 0 0 0

AE PURO 8,4001 0 4,2001 35,271 5,939
C.P. Ampicilina 7,3168 7,0476 7,1822 0,03621 0,1903
C.N. Tween 80 al 0 0 0 0 0

20%
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lHustracion N° 89 Placas de la prueba de sensibilidad en Agar-Agar con extracto de Fresa (Fragaria vesca)
para el patégeno Salmonella enteritidis.

Segun los resultados obtenidos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, el aceite esencial de los tallos de Siparuna gesnerioides
(Kunth) obtenido por SD empleado en el cuadrante 4, presenta entre sus compuestos
quimicos la molécula de Dodecanona la cual registra actividad antimicrobiana. El
género de la Fragaria segun Lucas (2017) reporta alto contenido de flavonoides a los
que se les atribuye propiedades antimicrobianas, asi como antocianinas a las que
también se les atribuye actividad anti proliferativa, por lo cual, es de considerar que los
resultados de inhibicidn serian mas positivos contra el patdgeno de Salmonella
enteritidis, en muestras con contenido de (+)-Espatulenol, Oxido de propileno y a-
Bisabolol, Dodecanona y flavonoides, sin embargo, aunque se presenten este tipo de
compuestos con actividad antimicrobiana las concentraciones que se emplean también
juegan un papel importante. Cabe aclarar que para la realizacion de los medios de
cultivo el pH es un factor influyente en la solidificacion del agar, ya que basados en la
metodologia empleada por Polo et al. (2019) si este presentaba una alta acidez, o una
alta alcalinidad no ocurria la solidificacion del medio, por lo que recomendaban medir el
pH de la solucidn con la que se realizé el medio natural, puesto que algunos de los
materiales utilizados pueden no tener una neutralidad en la concentracion de
hidrogeniones.
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Por otra parte, en Lucas (2017) también se reporta que las antocianinas son
inestables y son propensas a la degradacion por varios factores como la luz, el oxigeno,
el pH, la estructura quimica, concentraciones, solventes, actividad enzimatica entre
otros; por lo tanto, al momento de alterar el pH del medio, posiblemente fueron alterados

las propiedades de los metabolitos secundarios presentes en la pulpa.

6.4.3. Medios de Cultivo a Base de Extracto de Fruta sin Manipulacion Previa

6.4.3.1.  Agar-Agar con extracto de Mel6n (Cucumis melo)

Se puede observar en la tabla 18, los halos de inhibicion obtenidos en las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana en Agar-Agar con el extracto de Meldn contra
Salmonella enteritidis en donde se puede apreciar halos con un valor promedio de
0,5308 mm (£ 0,1592) para la concentracion de 5000 ppm; 0,6661 mm (+ 0,0564) para
la concentracion de 10000 ppm; 0,6147 mm (x 0,3039) para la concentracién de 50000
ppm y 2,002 mm para la prueba de sensibilidad realizada con el aceite esencial intacto
de las hojas obtenido por el método de hidrodestilacion simple, ademas, cabe resaltar
que los resultados obtenidos con el AE puro tienen un didmetro mayor a la obtenida por
el antibidtico (Ampicilina) como control positivo 1,4923 mm (£0,0193).

De acuerdo con los resultados obtenidos (ilustracion N° 90) se puede evidenciar
gue a medida que se aumenta la concentracion de los aceites esenciales de Siparuna
gesnerioides (Kunth) se presenta mayor actividad antimicrobiana en contra del patégeno
de estudio, asimismo, se puede observar que a diferencia del Agar TSA, en el Agar a
base de extracto de meldn, la bacteria presenté menor resistencia antimicrobiana a los

AE obtenidos.

Tabla 18 Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana para Salmonella enteritidis con los AE de
Siparuna gesnerioides (Kunth) en Agar-Agar con extracto de Melén (Cucumis melo).

[ TAE REPLICA REPLICA  Promedio Varianza Desviacion
1 (mm) 2 (mm) (mm) o? Estandar
(£)
5000 ppm 0,6434 0,4182 0,5308 0,0253 0,1592
10000 ppm 0,6261 0,706 0,6661 3,2E-03 0,0564
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50000 ppm 0,3998 0,8296 0,6147 0,0923 0,3039

AE PURO 2,002 - - - -
Ampicilina 1,506 1,4786 1,4923 3,7E-04 0,0193

Tween 80 al 20% 0 0 0 0 0

lustracién N° 90 Placas de la prueba de sensibilidad en Agar-Agar con extracto de Mel6on (Cucumis melo)
para el patdgeno Salmonella enteritidis.

Segun los resultados obtenidos en la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, el (+)-Espatulenol, Oxido de a-Bisabolol y la Dodecanona se
encuentran presentes en los AE de Siparuna gesnerioides (Kunth) y se les atribuye el
potencial antimicrobiano de los mismos; se ha determinado también que el extracto de
pulpa de fruta de cada uno de los diferentes medios afecta o aporta al potencial de
inhibicion de los aceites y el crecimiento de la Cepa bacteriana en los medios; por tal
motivo segun Trujillo (2001) en el analisis fisicoquimico y microbiol6gico realizado a la
pulpa del meldn (Cucumis melo) se determiné como una fruta de alta humedad (aw =
0,985 £ 0,04, n = 3), y de baja acidez (pH = 6,55 £+ 0,05, n = 3), siendo un extracto
optimo para el proceso de solidificacion del medio y su alto aporte nutricional, la

caracterizan como un buen substrato para el crecimiento microbiano.
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6.4.3.2.  Agar-Agar con extracto de Tomate (Solanum lycopersicum)

De igual forma, en la tabla N° 19 se pueden observar los resultados obtenidos para
los halos de inhibicion de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana en Agar-Agar con
el extracto de Tomate (Solanum lycopersicum) contra la bacteria gramnegativa de
Salmonella enteritidis en donde se puede apreciar un diametro promedio de 2,0559 mm
(£0,8841) para la concentracion de 5000ppm; 1,0386 mm (+1,1109) a 10000ppm;
2,9719 mm (£1,2574) a 50000ppm y 3,3524 mm (+ 1,1082) para la prueba de
sensibilidad realizada con el aceite esencial puro de las hojas obtenido por el método de
hidrodestilacion simple, ademas, es importante resaltar que los resultados obtenidos con
el AE puro tiene un diametro mayor casi del doble de la obtenida por el control positivo
(Ampicilina) 2,2605 mm (+£0,0092).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla N° 19 se puede evidenciar que
en tres de las cuatro concentraciones empleadas de los aceites esenciales de Siparuna
gesnerioides (Kunth) se presentaron halos de inhibicidn en contra de la bacteria
Salmonella enteritidis con medidas iguales o superiores a 2,0 mm en la mayoria de los
casos, asimismo, se observa que a diferencia del Agar TSA, en el Agar a base de
extracto de Tomate se presenta accion antimicrobiana para todas las concentraciones de
AE empleadas.

Tabla 19 Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana para Salmonella enteritidis con los AE de
Siparuna gesnerioides (Kunth) en Agar-Agar con extracto de Tomate (Solanum lycopersicum).

REPLICA REPLICA Promedio  Varianza Desviacion

[ 1AE L (mm) 2 (mm) (mm) o? Est(égdar
5000 ppm 1,4307 2,681 2,0559 0,7816 0,8841
10000 ppm 1,8241 0,2531 1,0386 1,2341 1,1109
50000 ppm 2,0827 3,861 2,9719 1,5810 1,2574
AE PURO 2,5687 4,136 3,3524 1,2281 1,1082
Ampicilina 2,254 2,267 2,2605 8,5E-05 0,0092

Tween 80 al 0 0 0 0 0
20%
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llustracion N° 91 Placas de la prueba de sensibilidad en Agar-Agar con extracto de Tomate (Solanum
lycopersicum) para el patégeno Salmonella enteritidis.

Las tres moléculas identificadas como €l (+)-Espatulenol, Oxido de a-Bisabolol y
la Dodecanona en los AE empleados en la realizacion de la prueba de sensibilidad en el
agar con el extracto de Tomate (Solanum lycopersicum) se han caracterizado a lo largo
del desarrollo de la discusion por su actividad antimicrobiana, sin embargo, el extracto
empleado para la realizacion de este medio segun Calatrava (2017) reporta la molécula
de 2-tridecanona, que cumple con una funcion biolégica como insecticida natural,
disminuye la capacidad infectiva de bacterias que interactian con las plantas; La 2-TDC

afecta a la movilidad y la formacion de biopeliculas de bacterias.

6.4.3.3.  Agar-Agar con extracto de Papaya (Carica papaya L)

Finalmente, como se puede observar en la tabla N° 20 los resultados obtenidos
para los halos de inhibicion en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana en Agar-Agar
con el extracto de Papaya (Carica papaya L) contra el patdgeno Salmonella enteritidis
fueron de 1,7924 mm (£0,5603) a una concentracion de 5000 ppm; 1,2383 mm
(£0,4410) a 10000 ppm; 1,5209 mm (+0,4723) a 50000 ppm. Para la prueba de
sensibilidad realizada con el aceite esencial puro de los tallos por el método de
hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas no se presento halo de inhibicion
contra Salmonella enteritidis, ademas, es importante resaltar que los resultados

obtenidos para el antibiotico Ampicilina (control positivo) presentd un valor promedio
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de 9,6631 mm (+0,3116), indicativo de la mayor actividad antimicrobiana, en este
estudio.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la ilustracion N° 92 se puede concluir
que para la concentracion de 5000 ppm se logro obtener el mayor halo de inhibicion en
el medio de cultivo a base de extracto de Papaya (Carica papaya L), igualmente, se
observa una disminucion de halo inhibitorio en la concentracion de 10000 ppm, sin
embargo, también se logra apreciar que el AE en estado puro en comparacion con los

demas medios de cultivo realizados; no presento halo de inhibicion.

Tabla 20 Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana para Salmonella enteritidis con los AE de
Siparuna gesnerioides (Kunth) en Agar-Agar con extracto de Papaya (Carica papaya L).

REPLICA REPLICA Promedio Varianza Desviacion

[ ]1de AE 1 (mm) 2 (mm) (mm) o’ Est?f)dar
5000 ppm 1,3962 2,1887 1,79245 0,31393 0,5603
10000 ppm 0,9265 1,5502 1,2383 0,19448 0,4410
50000 ppm 1,1869 1,8549 1,5209 0,22306 0,4723
AE PURO 0 0 0 0 0
C.P Ampicilina 9,4427 9,8835 9,6631 0,09709 0,3116
C.N Tween 80 al 0 0 0 0 0
20%

lustracion N° 92 Placas de la prueba de sensibilidad en Agar-Agar con extracto de Papaya (Carica
papaya L) para el patdgeno Salmonella enteritidis.
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El aceite esencial de los tallos de Siparuna gesnerioides (Kunth) obtenido por
MWHD y empleado en el cuadrante 4, a diferencia de todos los resultados obtenidos con
anterioridad para los diferentes medios de cultivo, evidencié que en su forma pura no
presento actividad antimicrobiana, esto puede ser debido al método de extraccion
empleado ya que al usar una fuente de calor como el microondas pudo haber generado la
perdida de componentes altamente volatiles, esto puede observarse en la cantidad de
compuestos que se obtuvieron en el cromatograma de esta técnica, por lo cual, al
comparar los resultados y las pocas moléculas encontradas dentro del espectro y de las
cuales no se encontrd ninguna que reportara activada antimicrobiana se determin6 que
aungue este AE presentd mayor rendimiento no es el que presenta mayor actividad, si se
compara con los otros aceites esenciales de Siparuna gesnerioides (Kunth) empleados a
diferentes concentraciones y los cuales presentan compuestos como (+)-Espatulenol, a-
Bisabolol oxido B y la Dodecanona que demostraron sensibilidad microbiana, de igual
forma el extracto de Papaya (Carica papaya L) segun Flores et al. (2018) contiene alto
contenido de polifenoles totales atribuibles a este tipo de efectos bioldgicos.

Es importante resaltar lo reportado por MinSalud (2011) en el cual se enuncia la
resistencia a los antibidticos durante los afios 70 y 80 en donde las cepas de Salmonella
han demostrado tener una variada susceptibilidad a antibi6ticos como la ampicilina,
tetraciclina y trimetropin sulfa; de esta manera, y segun los resultados obtenidos en los
ultimos 40 afios, la resistencia microbiana que presentan las cepas de Salmonella
respecto a la Ampicilina y su uso frecuente para el control de las infecciones bacterianas
ha generado una evolucion progresiva en los mecanismos de resistencia a los
antibidticos.

Segun lo establecido por Mantilla et al. (2010) obtenido de Normas CLSI-
NCCLS (2005) indica que los halos de inhibicion para el caso de la Salmonela
enteritidis frente al antibidtico ampicilina se observa el inicio de susceptibilidad cuando
el halo de inhibicion es mayor a los 16 mm y presenta resistencia cuando el didmetro del

halo de inhibicion es menor a los 12 mm, con una sensibilidad media de 13-15 mm.
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VIl. CONCLUSIONES

El rendimiento del aceite esencial de Siparuna gesnerioides Kunth A.DC. presenta
un alto porcentaje en comparacion con otras especies de la misma familia, el valor
maximo de obtencion de AE en esta investigacion fue de 3,6% mediante la técnica de
destilacion MWHD en hojas y el valor minimo fue de 0,72% mediante la técnica de SD.

Mediante el andlisis de la composicion quimica del aceite esencial de Siparuna
gesnerioides (Kunth) A.DC. obtenido de las hojas y Tallos mediante tres diferentes
técnicas de destilacion (HD, SD, MWHD) a nivel de laboratorio se identificaron mas de
46 compuestos, cuyos componentes de mayor relevancia fueron: (+)-Espatulenol, 10-
epi-elemol, Nerolidol, Mircenol, 2-Decanona e Hidroperdxido de terc-butilo.

La actividad bioldgica evidencio que los aceites esenciales de Siparuna
gesnerioides (Kunth) A.DC. son efectivos contra microorganismos patogenos
gramnegativos como la salmonella enteritidis a concentraciones de 50000 ppm, 10000
ppm, 5000 ppm y AE puro; Para las frutas adquiridas por la despulpadora Archila como
el Maracuya, los aceites presentaron halos de inhibicion de 1,8134 mm (+ 0,4360) a
5000 ppm, 1,7149 mm (% 0,34832) a 10000 ppm, 1,5278 mm (z 0,81954) a 50000 ppm
y 2,3102 mm (+ 0,65803) en estado puro; en la Guanabana, los aceites mostraron halos
de inhibicién 1,6206 mm (£ 0,2078) a 5000 ppm, 1,2336 mm (+ 0,2161) a 10000 ppm,
2,6019 mm (£ 0,6343) a 50000 ppm y 6,6887 mm (£ 0,0679) con AE puro; en la Fresa
se observé un halo de inhibicion de 4,2001 mm (5,939) con el aceite esencial en su
forma intacta. En las frutas obtenidas de manera comercial como el Tomate, los aceites
mostraron halos de inhibicion de 2,0559 mm (+0,8841) a 5000 ppm, 1,0386 mm
(£1,1109) a 10000 ppm, 2,9719 mm (+1,2574) a 50000 ppm y 3,3524 mm (+ 1,1082) en
su forma pura; en el Meldn se presentd halos de inhibicion de 0,5308 mm (x 0,1592) a
5000 ppm, 0,6661 mm (+ 0,0564) a 10000 ppm, 0,6147 mm (£ 0,3039) a 50000 ppm y
2,002 mm con AE puro. Finalmente, en la Papaya se exhibieron halos de inhibicion
unicamente para las concentraciones de 5000 ppm (1,7924 mm (+0,5603)), 10000 ppm
(1,2383 mm (+0,4410)) y 50000 ppm (1,5209 mm (0,4723)), segun los analisis

realizados se debe tener en cuenta la concentracion critica de los AE, ya que este factor
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es fundamental para el efecto de las moléculas con propiedades antimicrobianas, al
emplear concentraciones bajas de AE’s la bacteria presenta alta resistencia bacteriana,
de igual forma, se puede concluir que los componentes quimicos propios de cada fruta
empleada para los extractos le otorgaban mayor capacidad a los AE que ayudan a
aumentar el potencial antimicrobiano contra la cepa bacteriana, cabe destacar que estas
propiedades dependen de cada fruta que se implementé como base del medio de cultivo,
por Gltimo, es importante resaltar los resultados obtenidos del control positivo
(Ampicilina) ya que se evidencié como la Salmonella enteritidis presentd mayor
resistencia al antibiotico a comparacion de los AE puros de la Siparuna gesnerioides
(Kunth) A.DC. obtenidos por los métodos de HD y SD.
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VIiIl. RECOMENDACIONES

Realizar la obtencidn de los aceites esenciales de la Siparuna gesnerioides (Kunth)
mediante procesos industrializados dado su alto porcentaje de rendimiento, presencia de
compuestos con actividad antimicrobiana, tales como el Espatulenol, 10- epi- elemol, 2-
Decanona, Nerolidol, Mircenol e Hidroperoxido de terc-butilo, siendo esta una
propuesta alternativa al alto grado de resistencia que presentan los microorganismos
frente a los fArmacos comerciales actuales; se propone realizar pruebas de

susceptibilidad microbiana mediante la técnica de microdilucion.

Se recomienda la realizacion de pruebas de diversa naturaleza como lo son: la
evaluacion del potencial antioxidante, antifingico, larvicida y antiinflamatorio, dado que
en la bibliografia se reportan compuestos con dichas propiedades, asi mismo, presenta
moléculas quimicas que pueden ser implementadas con fines terapéuticos, fragancias y
cosméticos, pues las especies de esta familia han presentado actividad en estas areas

mediante extractos y/o aceites esenciales.

De igual forma, se recomiendo realizar ensayos con la cepa bacteriana pura con el

fin de confirmar los resultados obtenidos de las actividades antimicrobianas.

A demas, es de gran importancia la adecuacién y continua mejora al proceso
metodold6gico de extraccion de aceites esenciales mediante la técnica de
Hidrodestilacion asistida por microondas la cual presenta los mejores porcentajes de
rendimiento, siendo necesario enfatizar en los tiempos, potencial y técnica de

refrigeracion.
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