UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
CAMPUS IZTARCALA

BO 129//7¢
f}: /

{,

ESTUDIO QUIMICO ¥ MICROBIOLOGICO D€ LA PLANTA
Eucaliptus globulus

sooz | [ MV v

TESIS ELABORADA PARA OBTENER €L TITULO DE:
BIOLOGO

PRESENTA:

LIS JACOBO RUBIO CASANOVA

Tlalnepantla, €do. de Méx. Junio 1996.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

Resumen
Introduccién
Antecedentes
Resistencia a los antimicrobianos

Importancia clinica de la resistencia
a los antimicrobianos

Productos de origen vegetal

Descripcién Boténica de
Eucaliptus globulus

Justificacidn
Objetivos Generales y Particulares

Material y Métodos

Diagrama de Flujo
Resultados

Andlisis de resultados
Conclusiones

Bibliografia

s

11

13

17

1E. ]

21
30

31

59

€6

67



RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad antimicro-
biana de Eucaliptus globulus frente a 4 bacterias de 1la
familia de las enterobacteridceas en especifico: Escherichia
coli, Salmonella typhi, Enterobacter aglomerans y Shigella
boydii. Ademds Vibric cholerae de la famila de las
espirilaceas, gque son las responsables mds frecuentes de las
infeccicnes gastrointestinales en nuestro pais.

La primer etapa del proyecte consistid en.evaluar la acti-
vidad antimicrobiana del estractoc acuoso de las hojas maduras
demostrandose que el principio active presenta propiedades
bactericidas y se encuentra en la fraccidén de los compuestos
volatiles (aceites esenciales).

La segunda etapa del proyecto consistié en aislar el
principio activo y determinar su naturaleza guimica utili-
zandc métodos de espectroscopia determinando que se trata del
globulol: C;H,,O PM 222.37, un alcohol sesquiterpéniceo, con
un Rf= 0.31 (cromatofeolio AL de silica gel 60 sin indicador
fluorescente y como fase mdévil tolueno-acetato de etilo 93:7

v/v) y un punto de fusidén a 87°C.



INTRODUCCION

Las infecciones son las enfermedades que, sin duda alguna,
han constituido uno de los principales azotes para la
humanidad. Su importancia social ha sido incluso mayor de 1lo
que puede indicar su nimero de orden entre las mayores causas
de muerte, estoc es debido a que muchas de las enfermedades
infecciosas causan la muerte a personas sin importar sexo,
edad, o condicidn social. Estas enfermedades, por su caracter
epidémico, han desorganizado y aterrorizado con frecuencia a
comunidades enteras y han determinado la. destruccién de
ejércitos y naciones. (Lorpaing, 1980)

El descubrimiento de las causas originarias de las enfer-
medades infecciosas permitidé el desarrollo de métodos
adecuados para su control, que incluyen compuestos tomados de
fuentes naturales con el poder de inhibir parcial o total-
mente el desarrollo de 1los agentes etioldgicos: ahora
definidos como antibibticos es decir '"compuestos quimicos
derivados de organismos vivos o producidos por ellos, y que
son capaces de inhibir procesos vitales de microorganismos a

pequefias concentraciones" (Davis, 1984).



ANTECEDENTES

Entre las primeras observaciones del proceso de antibiosis
podemos mencionar les trabajos de Luis Pasteur en el ano de
1877 cuando, comunicé que no se habia desarrollado el
carbunco en animales inyectadocs con indéculo gque contenia
Bacillus anthracis vy otros bacilos comunes, de estos
resultados surgi¢ el primer registro cientifico de Ila
actividad antimicrobiana. En 1881, Tyndal en sus "Ensayos
sobre la materia flctante en el aire, en relacién con la
putrefaccién e infeccidn" establecidé que las bacterias
contenidas en una infusién nutritiva, perdian su "poder de
traslacién" y caian al fondo del tubo poco después de ser
contaminadas por Penicillium glaucum. Tyndal interpretd este
fendmeno comoc el impedimento en el suministro del oxigeno a
las bacterias por las peliculas formadas por el moho. En 1887
Emmerich descubre accidentalmente que un cobayc previamente
inyectado con Streptococcus erysipelatis no es afectado por
el coblera al ser inyectado con un cultivo virulento de Vibrio
cholerae. De esta observacidén se logrdé evitar el antrax en
animales de laboratorico administrando §. erysipelatis previo
al inbéculo de B. anthracis.

En 1889 Bauchard comunicé que la Pseudomonas aeruginosa
inhibia el desarrollo del éantrax en el conejo, en ese mismo
afic Wood-Head y Wocd amplian la observacién anterior al
mostrar que cultivos estériles de P. aeruginosa ejercian el

mismo efecto protector frente al antrax. En 13928 el fendmeno



de antibicsis toma su forma definitiva con los trabajos de:
Alexander Fleming, gquien observé la inhibicidén del creci-
miento bacteriano por una colonia de Penicillium notatum que
actuaba como contaminante dentro de sus cultivos. Fleming
recomendé en su publicacidén, un afioc después, el posible uso
clinico de 1la sustancia producida por el cultivo de
P. notatum.

Al advenimiento de la II Guerra Mundial se inicia un pro-
grama a gran escala para la produccidén y ensayo de la
sustancia que ahora conocemcs como penicilina, asi mismo, la
industria y las instituciones académicas se dedicaron al
estudio de otros antibiéticos. Esto tuvo como resultado que a
corto plazo se descubrieran la estreptomicina, asuromicina y
cloromicetina entre otros. (TREASE, 1987)

Una vez que el fendmeno de la antibiosis habia quedado de-
mostrado y que el uso de estos primeros antibiéticos comen-
zaba a generalizarse en la terapéutica de las enfermedades
infecciosas, se pensé en forma apresurada que la batalla
contra estos microcrganismos se tenia por fin ganada.

Asi, el siguiente objetivo consistid en conocer los meca-
nismos de toxicidad de los fArmacos y tratar de mejorar su
eficacia terapéutica; de estas investigaciones surgieron las
primeras clasificaciones de actividad antimicrobiana, que en
forma resumida, nos indican el mecanismo de accidén de los
medicamentcs antimicrobianos:

1. Inhibicidén de la sintesis de la pared celular

2. Alteracidén de la permeabilidad en la membrana celular.



3. Inhibicién de la sintesis proteinica:
-Durante el proceso de Transcripcidn o
-Durante el proceso de Traduccidn.
4. Inhibicién de la sintesis de &dcidos nucleicos.

5. Blogueo de rutas metabblicas esenciales. (Divo, 1990)

Ya con el conocimiento de la forma de accién de cada grupo
de antibibéticos, se pensd que seria facil el poder controlar
las infecciones bacterianas, solo seria cuestidén de escoger
el antibiético adecuado para cada caso y el problema quedaria
resuelto. De esta idea surgidé una explotacidén indiscriminada
y muy extendida de los antibidbticos, provocando que lejos de
erradicar las infecciones bacterianas, cada vez la actividad
antimicrobiana de los farmacos era menor, frente a los mismos
grupos bacterianos que anteriormente se habian controlado y
hubo que aplicar dosis cada vez mds altas o combinaciones de
antibiéticos, y lo que fue peor, comenzaron a registrarse
brotes de enfermedades infecciosas con las gue el tratamiento
antimicrobiano ya no representaba una garantia para asegurar
que el problema quedara bajo control. (Kumate, 1981)

La razdn por la que estaba fallando la terapéutica anti-
microbiana fue muy simple: los microorganismos pueden de-
sarrollar resistencia ante los antibiéticos, un pequefio deta-

lle al que no se le dié la importancia debida.



RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

La primer observacidén surgié en 1907 con Ehrlich, quien
trabajé con protozoos y descubrid que los microorganismos
poseen la capacidad de desarrollar una resistencia frente a
un determinado f&rmaco después de varias exposiciones ante la
misma droga. En la actualidad se ha comprobado tal resis-
tencia, en practicamente todos los agentes patdgenos de los
organismos.

Se ha demostrado ademds que la resistencia a leos antimi-
crobianos es un acompafiante constante de todos los microor-
ganismos, gue se ha hecho evidente desde la introduccidén a
gran escala de quimioteripicos y antibibdticos. A wmoda de
ejemplo cabe mencionar que en la Gltima década las cepas de
Shigella dysenteriae y Salmonella typhi con resistencia
miltiple fueron causa de epidemias muy importantes en
Centroamérica y México. (KuMATE, 1981)

Para tratar de explicar como ocurre la drogorresistencia
antimicrobiana la separaremos como Natural v Adquirida con
base en gque la primera incluye todo; los fenémenos rela-
cionados con el genoma bacteriano previo a la exposicidn de

los fa&rmacos.

Natural: Implica una manifestacién en la informacién que
ya estd presente en el cromosoma bacteriano y en la que el
antibidético hace evidente las cepas con dicha capacidad.

(XumATE, 1981)



A continuacién se describen los mecanismos mds represen-

tativos que se desarrollan durante la resistencia natural:

a) Impermeabilidad al antimicrobiano: Cuando éste, por
barreras mecénicas no puede penetrar al interior de 1la

bacteria, por ejemplo la pared celular.

b} TInactivacién metabélica del antibidtico: Por enzimas o
toxinas producidas por la bacteria y que anulan la actividad

del antibidtico.

c) Cambios en las proteinas transportadoras de membrana:
Evitando gque el antibidtico pueda penetrar en la membrana e
impidiendo de esta forma traumatismos en su estructura y

evitando asf cambios en la permeabilidad.

d) Produccién de sitios blanco alternativos: Que son com-
petitivos para fijar el antibiético, con lo que se logra

proteger log sitios clave de la célula.

e} Activacidén de rutas metabdlicas alternativas: Que ocurre
en el momento de gque una ruta es bloqueada por la accién de

un antibidtico. (STANIER, 1985)



Adquirida: Implica un cambio genético estable, hereditario
de generacidn en generacién, puede ser a nivel cromosdmico o

extracromosdmico.

a) Mutacién espontdnea: Que puede ser por translocacién,
transversidn, adicidén, deleccidn entre otros. Estas muta-
ciones son hechos arbitrarios y la alteracidn resultante es
generalmente especifica para una sola droga o clase de

drogas.

k) Transduccién: Estc se realiza con la incorporacidén de
nuevo material genético aportado por algin bacteriéfago en la

etapa de eclipse en el desarrollo de un ciclo lisogénico.

¢} Transformacién: Es la adgquisgicidn de resistencia contenida
en DNA gque se encuentra presente en el medio y que es soluble

a la membrana bacteriana, que bien puede ser un plasmido.

d) Conjugacidn: En este existe el paso de genes resistentes
de célula en célula por contacto directo mediante un puente
sexual y que pueden proporcionar resistencia mdltiple frente

a varias clases de antibidticos. (Divo, 1990}



IMPORTANCIA CLINICA DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIMICRORBIANOS

Los microorganismos que adquieren resistencia a un deter-
minado agente antimicrobiano cobran importancia c¢linica
debido a la seleccién. Particularmente cuando el uso de una
droga es amplio y generalizado, las cepas sensibles se su-
primen y las resitentes se multiplican f&cilmente; con el
tiempo predominan los microcrganismos resistentes. ({STANIER,
1985}

Se ha demostrado en algunos estudios que més del 50% de
las personas son portadoras de bacilos entéricecs que
contienen factores de resistencia miltiple, y estas bacterias
se han aisladc en un gran nimero de rios gque contienen
desechos sanitarios no procesados. Estos bkacilos pueden
incluir & un gran namero de patdgenos, entre los cuales se
encuentran las enterobacteridceas que constituyen una
familia de bastones gramnegativos capaces de crecer en
condiciones aerobias o anaerobias en medio simple; estos
microorganismos se encuentran normalmente formando parte de
la flora del intestino de vertebrados, aungque algunos de suse
géneros son saprdéfitos o parasitan a ciertas plantas. Esta
formada por 4 tribus y 10 géneros de gran importancia médica
a nivel mundial como son : Escherichieae (Escherichia y
Shigella), Salmonelleae (Salmcnella, Arizona y Citrobacter);
Klebsielleae ( Klebsiella, Enterobacter y Serratia) y Proteae
(Proteus y Providencia). Que son los responsables de muy

diversas y frecuentes infecciones, localizadas y sistémicas,



ademas de ser agentes etiolégicos de gran importancia, se
trata de un grupo bacteriano ccn gran plasticidad génica que
tiene entre otras caracteristicas una gran hetercgeneidad en
la susceptibilidad a los antimicrobianos y factores de
resistencia. (Davis, 1984)

Por lo que se han convertido en un problema de salud
mundial que obliga al investigador a una busqueda constante
de nuevos farmacos gue permitan hacer frente a las cepas
resistentes.

En lo que a México se refiere los datos proporcionados por
el Instituto Nacional de Estadistica Geogr.afia e Informatica
(INEGI 1992) sobre la tasa de defunciones registradas por
capitulos de causa de muerte de 1985 a 1989, nos permiten
observar que la muerte por enfermedades infecciosas gastro-
intestinales, continuan presenténdose como una de las prin-
cipales causas de mortalidad de la dltima década en nuestro
pais. CUADRO 1

DEFUNCIONES POR CAPITULOS DE CAUSA DE MUERTE
1985 - 1989. (INEGI, 1992)

CAUSA DE MUERTE

(CAPITULOS) 1985 1986 1587 1968 1589
Enfermedades infecciosas y parasitarias 47 093 44 031 43 991 39 668 3% 655
Tumores 36 299 a7 327 38 822 10 826 42 017
Enfermedadus del aparato cirenlatorio 75 Q81 73 584 75 703 80 019 gz 710
Enfermedades del aparato respiratorio 49 186 41 994 40 709 40 118 45 064
Enf, dades del ap to digastive 33 495 32 005 31 670 - 32 338 32 432
bnfermedades del aparato genitourinaris 10 640 10 516 10 335 10 %87 10 585
Anomalias congénitas € 839 7177 7 686 3 467 8 892
Transtornos mentales 4 695 4 5i0 4 818 5 328 5 204
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PRODUCTOS DE ORIGEN VEGETAL

Una alternativa para atenuar la proliferacidén de in-
fecciones producidas por bacterias, son los productos
naturales de origen vegetal, puestc que se ha observado que
muchos vegetales poseen principios activos antibacterianos.
(MarTINEZ, 1969) Estas sustancias pueden estar previas al
atague de alglin patégeno o producirse bajo condiciones de
infeccidén y le confieren a la planta una resistencia na-
tural, tal es el caso de muchos compuestos' fendélicos, vy en
este sentido se cree que los polifencles oxidados reducen la
actividad de 1la enzimas proteoliticas, también figuran en
este ejemplo los alcaloides y algunas fitoalexinas.

De este hecho, se puede ampliar la definicidn de los
antibiéticos, dada por Waskman. (Wasxman, 1962) Que se limita a
la produccién de estos compuestos soclo por microorganismos,
ya gque en la actualidad se cuenta con sustancias con
semejante accién terapéutica existentes o elaboradas por
plantas superiores, y de los cuales mencionamos algunos
ejemplos:

Liquenes. Muchos de ellos parecen deber .sus propiedades
bacteriostéticas y antiftGngicas al &cido Gsnico © al Acido
vulpinico.

Monocotileddneas. El ajo fresceo debe su accidén antibidtica a
la alifna, aminodcido gque contiene azufre.

Dicotileddneas. El1 Lipulo (Fam. Cannabinaceae) que contiene

las cetonas humuleno y lupuleno; En la Anemona pulsatilla y

11



en muchas otras ranunculdceas estd la lactona protoanemo-
nina.

Cabe mencionar que se han aislado varios principios
activos de plantas superiores desde principios de siglo,
hasta la fecha de los cuales, algunos eiemplos se muestran en

ia siguiente lista.

PRINCIPIOS ANTIMICROBIANOS DE PLANTAS SUPERIORES:

NOMBRE AISLADO DE: REFERENCIA

Aliina Allium sativum Cavallito, (1944)
Protoanemonina Anemona pulsatilla Seegal, (1945)

Ac. xildpico Xilopia aethiopica Boakye-Yiadom, (1977}
Thalidezina Thalictruin podocarpumn Wm, (1877}

Atylosol Atylosia trinervia Tripathi, {1978)

Ac.pisiférico Chamaecyparis pisiferia Fukui, (1978)

Ferruginol Chamaecyparis pisiferia Fukui, (1978)
Uvaretina Uvaria chamae Husfford, (1978)
Glabrol Glycyrrhiza glabra Mitscher, (1978)

Santolinol Artemisa herba-alba Yashphe, (1979)

12



NOMEBRE

Fenilpropanoide
glucosido

Aceite esencial

Derivados de
Floroglucinol

Fenilpropanoide

Intermediol

AISLADO DE:

Plantago major

Tanacetum cilicium

Helichrysum decumbens

Piper sarmentosum

Jasonia candicans

i3

REFERENCIA.

Raun, (1988}

Thomas, (1989)

Barberan, (1990)

Masuda, (1991)

Hammerschmid, (1993)



DESCRIPCION BOTANICA DE Eucaliptus globulus

Pertenece a la Familia de las mirtdceas, estd constituida
por 2750 especies de las regiones cdlidas de ambos
hemisferiocs, plantas arboreas y arbustivas, con abundantes
glandulas 1lisigenas, a las que deben ‘sus secreciones
aromaticas, con las hojas sin estipulas, opuestas o alternas;
las flores son actinomorfas y hermafroditas, heteroclamideas,
con los sépalcs vy pétalos en nimero de 4 - 5; tienen
estambres numerosos, reunidos en grupos, raramente en namero
definido; 2, 5 o muchos carpelos concrescentes en el tédlamo
con un solo estilo y de uno a muchos rudimentos seminales;
androceo con igual o dcoble nlimero de estambres que de
pétalos, o todavia con estambres mds numeroscs; el nimero de
carpelos es igual al de pétales, y casi siempre forman un
ovario sincdrpicco e infero; placentacién marginal. Los frutos
son muy variados, y las semillas, en general, carecen de
albumen. (BarLEY, 1977)

El género Eucaliptus, estd formado por 600 especies
australianas y unas ©pocas malayas; una caracteristica
distintiva de los miembros de este género es que el botén
floral tiene un opérculc formado por la fusidén de los
pétalos, sépalos o bracteas que cuando el botdén se abre y cae
al suelo, los estambres y otras partes internas quedan
expuestas. Generalmente las flores son polinizadas por los

insectos y ocasionalmente por aves, las hojas juveniles son



de color verde mar y brotan en forma horiéontal, pero las
hojas maduras estan muy juntas y penden en forma wvertical.

El fruto es seco y consiste en una cédpsula encerrada o
parcialmente encerrada por un cdliz tubular adherente, 1las
semillas son numerosas, generalmente diminutas y angulares.

Las caracteristicas del Eucalyptus globulus scn; un arbol
de gran talla qgue puede alcanzar los 100 m de altura , verde
todo el afio hojas lanceoladas, opuestas y sésiles, con
nervadura central y generalmente de colcr verde oscuro, las
flores son largas, de aproximadamente 4.5 cm. El1 E. globulus
ha alcanzado una gran difusidén en el planeta; algunas otras
especies han sidoc introducidas mds recientemente en otros
paises, principalmente con fines de repoblacidén forestal, por
la madera que producen en tiempo relativamente breve, o por
las propiedades curtientes de la corteza y finalmente por la
resina balsamica que producen.

Asi mismo, al eucalipto se le han atribuido virtudes
terapéuticas como: Propiedades balsdmicas, expectorantes,
sudorifico, antiséptico, desinfectante, sedativo, anti-
asmatico, para controlar la diabetes y contra las infecciones

estomacales. (Quer, 19292}

Composicidn: las hcjas contienen, tanino, resina, A&acidos

grasoes, etc.

El aceite esencial constituye el 1.2 - 3% en peso seco de
la planta. La composicidén del aceite esencial del E.

delegatensis se muestra en el siguiente cuadro:
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Cuadro 2

(100%)
(WesTON,

Composicién
delegatensis.

COMPUESTO

del
1984)

aceite

esencial

del Eucaliptus

3-Metilbutanal
a—Pineno

«-Thujeno

p-Pineno

Sabineno

Myrceno
a-Felandreno
a-Terpineno
Limoneno
1,8-Cineol
f-Felandreno
trans-0Ocimenc
y-Terpineno
p-Cimeno
Terpiloneno
Linalool
trans-p-Menthen-1-ol
1-Terpineno-4-ol
cis-p-Menthen-1-ol
p-Cariofileno
cis-Piperitol
C10H180
a-Terpineol
a-Terpinil acetato
Piperitona
trans-Piperitol
Cuminal
4-Fenil-2-Butanona
Metil cinamato

No identificado

No identificado
No identificado
C15H260

C15H240

y-Eudesmol
o-Eudesmol
p-Eudesmol

No identificado
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Hoja embrionaria, extracto acuoso por destilacidn.
Hoja madura, extracto acuoso por destilacién.

Hoja madura, extracto con diclorometano.



JUSTIFICACION

Se sabe que gran cantidad de plantas presentan actividad
farmacolégica, y que nuestro pueblo las ha utilizado desde
épocas precortesianas en forma de: jarabes, unglientos,
cataplasmas, lavativas, purgas y otras formas mis.

De este modo, el uso de plantas con propiedades curativas
reales o atribuidas, fue sin duda la técnica terapéutica més
extendida entre los grupos indigenas, producto de milenios de
observacidén empirica y de experiencia repetida. (SEPOLVEDA 1988)

En la actualidad, dichas préacticas solo se encuentran en
grupos reducidos y aislados, sin embargo, se ha comprobado la |
veracidad de éstas en el 40% mediante pruebas de
investigaci®n. (WiLnLiaM, 1978)

Aunado a esto, se cuenta con referencias bibliogrédficas de
estudios descriptivos y aproximaciones etnobcténicas reali-
zadas por diferentes autores los que describen cierta
actividad antimicrobiana de algunas plantas de nuestro pais.

La problemdtica que siempre hemos enfrentado sobre el
conocimiento de nuestros recursos naturales, es la carencia
de datos experimentales que corroboren dichas virtudes
terapéuticas.

A continuacudén se presenta una lista de plantas cuyos
datos  experimentales sugieren actividad antimicrobiana

reportada por diversos autores:
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FAMILIA ESPECIE REFERENCIA

Amarantaceae Al ternanthera repens Martinez, 1969
Moraceae Dorstenia contrayerba Martinez, 1969
Moraceae Ficus carica Cabrera, 1980
Myrtaceae Eucaliptus globulus Martinez, 1959
Julianaceae ° Juliana adstringens Martinez, 1969
Loasaceae Mentzelia hispida Hernandez, 1942
Bignonaceae Permantiera edulis Ma}tinez, 1969

Compositae Piqueria trinervia Cabrera, 1980

De la lista anterior, se optd por trabajar con el E.
globulus, debido a que fue la planta que presentd resultados
positivos con halos de inhikicién bien definidos, en 1los
ensayos preliminares de seleccién. Por ctro lado la colecta
de los ejemplares resulté facil por su amplia distribucién y
por ultimo se cuenta con estudios fitogquimicos y aproxi-
maciones etnobotinicas que permiten un buen apoyo a nuestro
proyecto.

De todo lo anterior se desprende la importancia de poder
corrcborar en forma experimental, la eficacia de esta planta
en el tratamiento de las infecciones gastrointestinales
producidas por algunas bacterias en especifico. Asi mismo
contribuir con un mejor corocimiento de las propiedades
terapéuticas, para su mejor aprovechamiento racional y cien-

tifico.
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OBJETIVOS GENERALES

1. Evaluar el potencial antimicrobiano de la planta
Eucaliptus globulus, la cual es utilizada en forma popular
para el tratamiento de enfermedades del tractc digestivo.

2. Aislar el compuestoc responsable de dicha actividad.

3. Determinar la naturaleza gquimica a nivel de grupo
funcional y la posible elucidacién parcial o total de 1la

estructura.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar un estudic bibliografico de la planta Fucaliptus
globulus tomando en cuenta aspectos etnoboténicos, ecolégicos
y quimiotaxonémicos.

2. Determinacién de la zona de colecta de los ejemplares
para el estudio.

3. Realizacidén de Bioensayos para determinar la actividad in
vitre

3.1 Preparacién de extractos mediante reflujos a tempera-
tura v presién constante.

3.2 Recuperacién de sb6lidos mediante liofilizacién.

3.3 Realizacidén del bioensayo cualitativo wutilizando la
metodologia descrita por Kirby-Bauer (Garrop, 1985) frente a
bacterias cominmente presentes en infecciones gastro-
intestinales como: Escherichia coli, Salmonella typhi,

Shigella boydii, Entercbacter aglomerans Yy Vibrio cholerae.
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3.4 Realizacién del biocensayc cuantitativo utilizando la
metodologia descrita para la Concentracién Minima Inhibitoria
(cMI), la Concentracidén Bactericida Media (CBM) y la Curva de
Supervivencia (Curva Letal).

4. Aislamiento del({os) principio(s) activo(s)} presente en
los extractos que muestren actividad antimicrobiana.

4.1 En cada una de las fases de separacidén se evaluari el
potencial antimicrobiano de las fracciones de acuerdo al
modelo antes mencionado. .

4.2 Separacién de fracciones mediante fraccionamiento con
disolventes y por técnicas cromatogrédficas.

4.3 Purificacién del principio activo por cristalizacién o
por cromatografia.

5. Elucidacién de la estructura, mediante estudiocs espec-

troscdpicos (bajc la asesoria de especialistas en el 4rea).



MATERIAL Y METODOS:

COLECTA: El1 Eucalipto figura como una de las plantas con
mayor distribucién en nuestro pais empleandola como planta
ornamental. Debido a que se trata de una especie introducida,
no es posible determinar una zona representativa especifica
que corresponda al entorno natural de la misma; esto permitid
la colecta del material en el sitioc méds préximo a la
institucidén. Veinte Kg de hojas maduras fueron colectados
frente al Tecnolégico de Tlalnepantla, Comunidad Los Reyes

Iztacala, Tlalnepantla Edec. de Mex.

CBTENCION DEL EXTRACTO: Se pesaron 50g de hojas que son
las que se utilizan tradicicnalmente en forma de infusién
para el tratamiento de infecciones del sistema digestivo.
(MarTINEZ, M. 1969) La extraccidén se efectud en un dispositivo
de refilujo con 250 ml de agua bidestilada durante 8 horas
continuas a 100°C b 1 atm de presién. El1 extracto se
concentrd a sequedad, primero por evaporacién y posterior-
mente en una estufa de vacio marca Lab-Line a 70°C con un
vacio de -40 kPa, con el extracte seco se calculd el ren-
dimientc en sélidos: 0.61g / 10 ml.

Para el bioensayc se utilizaron diferenteé concentraciones
del extracto acuosco: ( 150, 100, 50, 25 ) mg/ml en agua
destilada y esterilizados por filtracién en filtros Milipore

estériles empleandc una bomba de vacio. (VERPOORTE, 1981)
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OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES:

200 g de hojas frescas contenidas en 500 ml de agua
didestilada se sometieron a 100°C en un destilador para
arrastre de vapor durante 8 horas continuas. (Domincuez, 1973)

Se recuperaron 0.5 ml de aceites del embudo de separacién,
esto fue un rendimiento del 0.25%.

Para el ensayo se utilizaron concentraciones de: 50, 100
y 150 pl de los aceites esenciales con base a nuestros datos

experimentales.

BIOENSAYO: Se realizdé bajo la metodologia descrita por
Kirby-Bauer, que es el método cficial de la Food & Drug
Administration, USA (Garrop, 1985 ) cuya sepuencia se describe

a continuacién.

Medio: El agar que se empled6 fue el de Mueller-Hinton,
recomendado por promover el desarrollo de la mayoria de los
aislamientos bacterianos clinicamente significativos, asi
mismo la composicién ‘del -agar no interviné en forma
significativa en la difusién y atenuacién de la actividad
antimicrobiana del extracto problema. Se mantuvo un volumen

uniforme del medio de 25 ml por caja.

InSculo: En cada ensayo se depositaron aprox. 3x10° micro-
organismos/ml con base al Patrén # 1 de Mc Farland (“estandar
de turbidez” preparado con: 99.5 ml de acido sulfirico y 0.5

ml de solucién que contenga 1.175% de cloruro de bario dihi-
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dratado ). Con el asa de siembra estéril se tomaron las su-
perficies convexas de 4 6 5 colonias de apariencia semejante
y que estuviesen en forma aislada. Se sumergié el asa en 3 ml
de solucidén salina al 0.9% hasta que se logré una suspensién
de bactefias uniforme. Se utilizé wun hisopo de poliéster
estéril sumergiéndolo en la suspensién y luego se enjuagd el
excedente del 1fquido en las paredes del tubo y se cubridé
uniformemente toda la superficie de la placa por el método
rotativo (girando la placa al menos en tres direcciones en un

d&ngulo de 60° para cada estria). (KoNeMan, 1983)

Depdgito: Se usaron cilindros de acero inoxidable ( USP ),
los cuales fueron colocados en forma vertical sobre el medio,
procurande no perforarlo para evitar diferencias en la
difusién del antimicrobiano. Con la ayuda de una micropipeta
se colocd la cantidad requerida para el ensayo. Se colocaron

tres antibioticocilindros por caja para evitar zonas de

contacto entre los halos de inhibicién.

Medicién de didmetros: Todas las mediciones se hicieron con
aproximacién de 1 mm utilizandose una regla vernier, se cuido
de hacer la lectura en forma vertical a la placa para evitar

errores por efecto de paralelismo.

Cultivo de bacterias: Las cepas de microorganismos fueron
donadas por el Departamento de Bacteriologia del Posgrado de

Microbiclogia de la F.E.S. Cuautitldn. Los microorganismos
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con los que se probé la actividad antimicrobiana fueron:
Escherichia coli ATCC 25922, Shigella boydii ATCC 8700,
Salmonella typhy ATCC 19430, Enterobacter aglomerans del
cepario del Departamento de Microbiologia de la UNAM FES
Cuautitlén y Vibrio cholerae 01 (aislada de agua contamina-
da) donada por el proyecto de Conservacién y Mejoramiento del
Ambiente de la Unidad de Investigacién Interdisciplinaria de
Ciencias de la Salud y Educaciédn de la UNAM Campus Iztacala
los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Investigacioén
de Productos Naturales, de la misma unidad bajo la

supervision directa del Director de Tesis.

Incubacién: Se incubé la bacteria 4 horas antes de la reali-
~zacién del ensayo, en una estufa clinica a 37°C y después de
que se depositaron las muestras prcocblema se les reincubd
durante 18 horas a 37°C, (VErRPoORTE, 1981) se midieron los
halos de inhibicién al momento gque termino el periodo de
incubacién con lc que se evitd alteraciones en los diémetros
de inhibicién por decaimiento del agar, deterioro del anti-

microbiano o sobredesarrollo de las colonias bacterianas.

Resultados: El(los) extracto(s) gque muestraron un halo de
inhibicién y que se considerd positivo, se medieron en base a
la metodologia ya descrita. En el ensayo se tomaron positivos
todo halo de inhibicién mayor de 3 mm, que tenia bordes bien
definidos y que se repitié en forma homogénea en las di-

ferentes concentraciones de un mismo extracto.
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Los ensayos se realizaron por triplicado y las mediciones de
dichos halos de inhibicién aparecen en tablas y graficos

para su mejor apreciacién.
ANALISIS CUANTITATIVO :

Para valorar el potencial antimicrobiano del extracto y
poder asi tener un mayor marco de referencia sobre su
actividad se procedié a evaluar la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI)

Se realizé con la técnica de dilucién en caldo descrita
por Kirby-Bauer con la modificacién de medio de cultivo
liquido (caldo) depositado en tubos de ensayo con tapén de
rosca, en donde hubo un tubé control positive (Ampicilina) y
un tubo control negativo (caldo Muelle?—Hinton estéril) y una
serie de tubos con concentraciones ascendentes (1, 2, 4, 8,
16, 32, 64 pl etc) del antimicrobiano (extracto problema),
donde se tomé como resultade a la concentracidén menor donde
no se distinguidé crecimiento bacteriano a simple vista, (95
decir, no presentd turbidez). Sin embargo el subcultivo en
un medio libre del antimicrobiano, muestrd que el proceso de
inhibicién es reversible y que se desarrollaron las colonias
sobrevivientes, por lo que se aceptdé como la concentracién
con efectos bacteriostaticos, es decir la (CMI).

En contraste con la concentracién del extracto en la cual
no se logrdé recuperar sobrevivientes como consecuencia del

efecto letal a tales dosis del antimicrobiano, con lo que se
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obtuvo la Concentracién Bactericida Media (CBM), esto es,
la concentracién minima del antimicrobiano que fue capaz
de matar al 99.9% de bacterias del inéculo inicial y se
aceptd como un efecto bactericida, y se obtuvoc con la siembra
de las diluciones posteriores a la CMI el la cual no existid
crecimiento bacteriano en un medio libre del antimicrobiano.

(LENNETTE, 1987)
CURVA LETAL

La determinacién de la velocidad microbicida o el estable-
cimiento de una curva letal ha sido ampliamente aplicada a la
evaluacidén y comparacién de nuevas drogas y al estudio de
diferencias y cambios en la susceptibilidad antimicrobiana de

aislamientos bacterianos clinicamente importantes.

Desarrollo: En este estudio la curva letal se realizé para

evaluar a los aceites esenciales.

1. Se preparardé y rotuldé por lo menos un tubo con el problema
para muestreo desde el tiempo 0 y después a intervalos de
una hora.

2. Se preparard6 y rotuld un tubo sin antibiético que sirvio
como control del desarrollo. -

3. Se preparard el inéculo, con aproximadamente 3 x 108
bacterias/ml en tubos de ensayo con 10 ml de Caldo de

Mueller-Hinton.
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4. Se inoculé con ayuda de una micropipeta 0.1 ml de 1la
suspensién de bacterias en los tubos que contienen las
diluciones seriadas del antimicrobiano. ©La concentracién
final fue aproximadamente de 3 x 105 bacterias/ml de caldo en
cada tubo.

5. Se agitd de inmediato en un vortex durante 15 segundos el
tubo del tiempo 0 y se coloecd 0.1 ml en un tubo con agar
fundido con lo que se prepard de una placa de dilucién. Se
incubé a 35°C durante 18 horas y se realizé el conteo de
colonias.

6. Del mismo modo se prepard placas de dilucidén luego de cada
hora de incubacién del siguiente tubo.

7. Para el ensayo de 24 horas, se agité el dltimo tubo en el
vortex a 1%3 20 horas y se reincubd 4 horas adicionales.

8. A las 24 horas, se agitd nuevamente en el vortex y se
prepard la placa de diluciédn.

9. El recuento de colonias se represento a modo de grafica.

(LENNETTE, 1987)
SEPARACION Y AISLAMIENTO DEL PRINCIPIO ACTIVO:

Empleando cromatografia de placa fina Cromatofclics AL
de Silica gel 60 sin indicador fluorescente, Merck 5553, con
las siguientes caracteristicas:

Longitud del cromatofolio (8.56 cm); ancho del cromatofolio
(3.0 cm); punto de aplicacidén (0.8 mm de lé base); el sol-

vente que se utilizd fue el reportado en la bibliografia para
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la separacién de aceites esenciales: Tolueno- Acetato de

etilo 93:7 v/v; el frente del solvente a: 8.0 cm. (WAGNER, 1983)

Los aceites esenciales se fraccionaron en una croma-
tografia de adsorcién empleando una columna con las si-
guientes caracteristicas:

Longitud de columna: 1.5 m; didmetro de columna: 2.5 cm; como
fase estacionaria: Silica gel malla 70 - 230 y la fase mévil:
Benceno-Eter etilico 8:2 v/v; a cada una de las alicuotas ob-
tenidas se les realizd el ensayo de Kirby-Bauer para deter-

minar la fraccidn activa.

PURIFICACION DEL PRINCIPIO ACTIVO:

Se realizd en una cromatografia de adsorcidén en columna
con las siguientes condiciones:
Longitud de columna: 50 cm; didmetro de columna: 2.5 cm; la
“ase estacionaria: Silica gel malla 70 - 230 y como fase mb-

% Benceno - Eter etilico 8:2 v/v.

La fraccidén activa cristalizé en la mezcla de elucidén y su
pureza se determindé mediante cromatografia en capa delgada.
Al compuesto puro se le determindé su Punto de fusién en un

aparato para punto de fusidén Fisher-Johns.



ANALISIS QUIMICO:

La elucidacién de la estructura se realizé mediante la

utilizacién de los éiguientes métodos de analisis:

* Espectroscopia en Infrarrojo, en un Espectrofotémetro In-
frarrojo de Transformada de Fourier, marca Perkin-Elmer Mod.
1615 con pastillas de Bromuro de Potasio, que nos permitid

conocer los principales grupos funcionales de la molécula.

* Resonancia Magnética Nuclear de Protones en un equipo
Varian Geminis 200 A, que nos permitidé conocer las diferentes
sefiales de resonancia de cada protén ( H' ) para ubicarlos

dentro de la conformacidén estructural de la molécula.

* Resonancia Magnética Nuclear de cl3 en un equipo Varian XR-
3002, lo que nos permitié conocer el numero de carbonos
totales que constituyen a la molécula, su desplazamiento y su
naturaleza quimica. i

Todos los Analisis se realizaron bajo la supervisién

del Dr. Alfonso Romo del Vivar, del Instituto de Quimica de

la Universidad Nacional Auténoma de México.
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DIAGRAMA DE FLUJO:

| |

Extraccién Acuosa I Aceites Esenciales I
Bioensayo I
Kirby-Bauer Anélisis Bioensayo
Quimico Kirby-Bauer
Condiciones Condiciones Aislamiento Anilisis
Tluminacién Oscuridad Principio Act. Cualitativo
Bioensayo l
Kirby-Bauer §{C.M.I}§ |C.BM. I CL.
Purificacién |
Bioensayo
Kirby-Bauer
Espectroscopij
i

[ LR. I [ RMN’ l [R.M.III.C”I

Elucidacioén
Total
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RESULTADOS

BIOENSAYOS PRELIMINARES: Los resultados que se presentan en
el Cuadro 1 muestran la actividad biolégica del extracto

acuoso frente a 4 enterobacterias y nos permite apreciar que

a dos concentraciones se obtuvieron halos de inhibicién
cercanos al control positivo.
Cuadro 1 Potencial antimicrobiano del extracto

acuoso (licor madre) mediante la Técnica de Kirby-Bauer.

Extracto | Sélidos Microorganismos problema*

{ pl/ecil.) (mg) Ec St , Sb Ea
50 3 e X S e
100 6 8 S 7 9
150 ! 9 10 12 15 17

Control(+) | 0.5 mg/ml 17 18 16 12

Control[-]l 1 ml - | o e --

* Halos de Inhibicidén en mm.

Clave: -- (no hubo halos de inhibicidn) .
CONTROL POSITIVO ( + ) Ampicilina sal sédica (sigma A 0166).
CONTROL NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli
St = Salmonella typhi
Sb = Shigella boydii

Ea = Enterobacter aglomerans
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Figura 1 Potencial antimicrobiano de extraxto acuoso.

Nos

muestra en forma grdfica los resultados positivos del testigo

(Ampicilina) en comparaciém con los resultados positivos del

extracto problema.

WMo wotrpm

ZoHQOHWIDNZH

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli

St = Salmonella typhi
Sb = Shigella boydii
Ea = Enterobacter aglomerans
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En el siguiente cuadro se hace evidente que solo hubo halos
de inhibicién para el control positivo debido a que el ex-

tracto acuoso no presentd actividad biolégica.

Cuadro 2 Potencial . antimicrobiano del extracto acuoso
reposado (licor madre) después de 48 horas mediante 1la

técnica de Kirby-Bauer.

Extracto sélidos Microorganismos problema* i
((pl/eil.) (mg) Ec gt Sb ; S
50 3 o5 25 S T
100 6 = e - s
150 9 -- - i s
Control (+) 0.5 mg/ml 17 18 16 12
Control (-) 1 ml -- -- - --

* Halos de Inhibicién en mm.
CONTROL POSITIVO ( + ) Ampicilina sal sb6dica (sigma A 0166)

CONTROL NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli

St = Salmonella typhi
Sb = Shigella boydii
Ea = Entercbacter aglomerans
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En Figura 2

(licor madre)

Kirby-Bauer.

corresponde al control positivo debido a que el

Potencial antimicrobiano del extracto acuoso

repeticién a 48 horas mediante la Técnica de

Se hace

evidente solo un tipo de barras que

acuoso no presentd actividad biolégica.

o

R

Z0HO—HWEE H

ORGANISMOS PROBLEMA

]

Ec = Escherichia coli

St Salmonella typhi

Sb = Shigella boydii

Ea Enterobacter aglomerans
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Los resultados que se presentan en el Cuadroc 3 muestran la
actividad bioldogica del extracto acucso frente a 4 entero-
bacterias en condiciocnes de cbcuridad y nos permite apreciar
que a dos concentraciones se obtuvieron halos de inhibicidn

cercanos al control positive.

Cuadro 3 Potencial antimicrobiano del extracto acuoso en

condiciones de oscuridad mediante la técnica de Kirby er.
Extracto | 8bélidos | Microcrganismos problema*
O o o ) . (mg) | EBe St Sb Ea
50 3 [ == [ - T -- -
100 f 6 i 9 5 S : 8 | 9
' i | {
150 | @ t o i o2 | o | a3
. . . i i
Control (+) !0.5 mg/ml ! 17 | 1Y 16 I 3B
Control (-) ! 1 ml —— S S o o

* Halos de Inhibicidén en mm.

CONTROL POSITIVO ( + ) Ampicilina sal sédica (sigma A 0166)

CONTROL NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli

St = Salmonella typhi

Sb Shigella boydii

Ea = Enterobacter aglomerans




Figura 3 Potencial antimicrobiano del extracto acuoso en
condiciones de oscuridad, mediante la Técnica de Kirby-Bauer.
Nos muestra en forma grafica los resultados donde se muestra
la concentracidn de mayor halos de inhibicién para el

extracto acuoso.

o P

ool o
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ORGANISMOS PROBLEMA

Fc = Escherichia coli
St = Salmonella typhi
Shb = Shigella boydil
Ea = Enterobacter aglomerans



En el cuadro 4 se hace evidente que sole hubo hales de
inhibicién para el control positive debido a que el extracto
acuosc no presentd actividad bioldégica despues de repetir el

ensayo a 48 horas y en condiciones de oscuridad.

Cuadro 4 Potencial antimicrobiano del extracto acuoso en

condiciones de oscuridad y reposado 48 horas.

Extracto ' Sélidos Microorganismos problem
(pi/eil.) | (mg) Ec St sb
50 : 3 L = s -
| | !
100 | 6 Lo - O
! | I
150 9 - P - -
! 1
Control (+) | 0.5 mg/ml 16 L 17 17 14
Control (-) ! 1 ml = % e e | =i

* Halos de Inhibicién en mm.

CONTROL POSITIVO ( + ) Ampicilina sal sédica (sigma A 0166)

CONTROL NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia colil

St Salmonella typhi

Sb = Shigella boydii

Ea = Enterobacter aglomerans
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En la Figura 4 Potencial antimicrobiano del extracto
acuoso en condiciones de oscuridad y reposado 48 horas,
mediante la Técnica de Kirby-Bauer. Aqui se hace evidente
solo un tipo de barras que corresponde al control positivo

debido a que el extracto acuoso no presentd actividad

biolégica a ninguna de sus concentraciones.

o m

e Bl
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ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli

St = Salmonella typhi

Sh = Shigella boydii

Ea = Enterobacter aglomerans



Para este momento, quedd demostrado que existia algin fac-
tor por el cual, no era posible el repetir los ensavos, sin
embargo, con los resultados reportados en el Cuadrec 1 y el
Cuadro 3 se pude observar gue los halos de inhibicidén a 1la
mayor concentracén del extracto acuoso, eran muy similares a

los que se obtuvieron con el control positivo:

Cuadro 5 Potencial antimicrobianc promedio “e los
resultados del Cuadro 1 y el Cuadro 3.

Extracto | Sélidos | Microorganismos problema*
{( ul/eil.) i (mg) L Ee st _ Sb : Ea
50 | 5 ! oE ? . | - =
100 - - 9 i 7.5 ‘ o
150 9 10 ’ 118 14.5 | 12.5
Control (+) ! 0.5 mg/ml E 17 i 17.5 | 16 é 13.5
Control (-} ; 1 ml . pirca f = -

* Halos de Inhibicién en mm.

CONTROL POSITIVO ( + ) Ampicilina sal sbdica (sigma A 0166)

CONTROL NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli
St Salmonella typhi
Sb Shigella boydii
Ea = Entercbacter aglomerans
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Figura 5 Representacién grafica del potencial antimi-
crobiano promedio de los extractos acuosos que mostraron

actividad, mediante la Técnica de Kirby-Bauer.

o3

Z20-O-HTIDEZH

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia colil

St = Salmonella typhi

Sb = Shigella boydii

FEa = Enterobacter aglomerans
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En los resultados de los bioensayocs gue se muestran en las
figuras 1 y 3, es evidente la actividad biolégica, sin
embargo, los resultados son negativos al momento de repe-
tirlos por lo que se pensd en la posibilidad de que el
compuesto responsable de la actividad antimicrobiana se
tratara de un compuesto volatil. Por lo que se procedid a la
obtencidn de los aceites esenciales para evaluar su actividad

biolégica.

Cuadro 6 Potencial antimicrobiazno de los aceites esen..ales

mediante la técnica de Kirby-Bauer.

Conc. i Microorganismos problema*
{pl/cilindro) i Ee St : Sh La Vig**
25 i 153 . 8.5 a 13.4 ? 176 | 25
50 i 40.2 i 25.3 ' 36.2 . 42.5 !55.4
100 ; NO HUPO CRECI&IENTO E& TODA L@ CAJA
Control (+) | 19 | 18 : 16 ; 16 E 20

s | e
Control (-) [ s ! i |

* Halos de Inhibicidén en mm.

CONTROL POSITIVO ( + )} Ampicilina sal sbdica (sigma A 0166)
CONTROL: NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS FPROELEMA

Ec = Escherichia coli S8t = Salmcnella typhi
Sb = Shigella boydii Ea = Enterobacter aglomerans
*% Vo = Vibrio cholerae

** Vo = Vibrio cholerae 01 donada por el proyecto CyMA de
un aislamiento de agua contaminada.
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La Figura 6 Potencial antimicrobiano de los Aceites Esen-
ciales, mediante la Técnica de Kirby-Bauer. Nos muestra que a
una menor concentracién de aceites esenciales, se obtuvieron
halos de inhibicién muy superiores a los del control

positivo.

My ot

ZO0HORITZH

ORGANTISMOS PROBLEMA

L]

Ec Escherichia coli
St = Salmonella typhi

Sb = Shigella boydii
Ea = Enterobacter aglomerans
Vc = Vibrio checlerae

42



Los resultados anteriores muestran en forma cualitativa el
potencial antimicrobiano de los aceites esenciales y a la vez
no dejan duda de que el principio active se trata de un
compuesto voléatil.

Para medir en forma cuantitativa el potencial antimi-
crobiano de los aceites y para poder definir si se trata de
un efecto Dbacteriostdtico o bactericida, se evaludé la
Concentracién Minima Inhibitoria ( CMI ) , la Conce ' ™acién

Bactericida Media ( CBM ) y la Curva Letal.

ANALISIS CUANTITATIVO:

Cuadro 7 Concentracién Minima Inhibiteoria ( C.M.I.) de
los aceites esenciales, mostrando los resultados de 4

repeticicnes.

Concentracién Organismocs problema

(pl/2ml) | Ec St " Sb Ea Ve
C.M.I. 1 {16 16 | 02 16 ‘ 08
i 1
i | |
CuM. I, 2 i 16 16 i 04 [ 16 ! 08
| i
GiMiT. 3 | o8 | 32 | 02 | &4 % 08
c.M.I 4 | 16 i 32 | o8 32 | 16
1 | 1 |
PROMEDIO = | 14 | 24 | 4 3 | 1o
ORGANISMOS PROBLEMA PROMEDIO
Concentracidén en
Ec = Escherichia coli la gue se obtuve
St = Salmonella typhi la €.M.1.

Sb = Shigella boydii
Ea = Entercobacter aglomerans
Ve = Vibrio cholerae
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Cuadro 8

los aceites esenciales,

4 repeticiones.

Concentracidon Bactericida Media

donde se muestran los resultados

( C.B.M.) de

de

Concentracidn ! Organismos problema
(ul/2ml) | Ec St sb Ea ve
: I [ |
C.B.M. 1 | 32 | 32 '[ 04 | 64 08
I } )
| |
C.B.M. 2 | 32 [ 16 | 08 | 16 08
| I
C.B.M. 3 | 08 | 32 | as \ 64 16
. { |
C.B.M. 4 | 32 | 64 1 08 | 64 08
PROMEDIO = 26 ! 3¢ | 09 | s2 | 10
ORGANISMOS PROBLEMA PROMEDIO
Concentracién en
Ec - Escherichia coli la gue se obtuvo
St = Salmonella typhi la C.B.M.
Sb = Shigella boydii
ka = Enterobacter aglomerans
Ve = Vibrio cholerae

Como se puede observar,
.es esenclales presentan
cent. iciones muy pegquefias, lo
mente tdxico para las células
guiente fase del proyecto es

dosis y el impacto sobre la

Letal, donde los resultados ap

para todos los microorganismos los

un efectoc bactericida a con-
gue nos sugiere que es alta-
bacterianas por lo que la si-
conocer la relacidn entre la
poblacién, es decir la Curva

arecen en la siguiente grafica.

a4




Figura 7 Curva Letal de los aceites esenciales del

eucalipto vs Escherichia coli

Tiempo (horas) # Ccélulas/ml log # Células/ml
0 870,000 5.9395
1 15,000 4.1706
2 10,000 4.0
3 10,000 4.0
4 1,350 3.061
5 0 0.0
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SEPARACION DEL PRINCIPIO ACTIVO:
Mediante la utilizacidén de la técnica de cromatografia en
placa fina se fraccioné a los aceites esenciales en 8 manchas

se obtuvieron el Rf para cada una de ellas.

Separacidén del principio activo de los aceites esenciales.

Banda RE
# 1 0.04
# 2 0.25
# 3 0.31
# 4 0.36
# 5 0.40
# 6 0.44
# 7 0.56
# 8 0.81

AISIL: 1IENTO DEL PRINCIPIO ACTIVO:

Los aceites esenciales se fraccionaron por medio de una
cromatografia en columna, de la que se obtuvieron 9 fraccio-
nes. A cada una de las fracciones se les evaludé el potencial

antimicrobiano bajo la Técnica de Kirby-Bauer.
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Con la finalidad de monitorear la fraccién activa respon-
sable de la actividad antimicrobiana se realizé el siguiente
ensayo:

Cuadro 9 Evaluacidén de la Actividad Antimicrobiana de

las 9 fracciones, mediante la Técnica de Kirby-Bauer:

# Fraccién ? Microorganismos problema*
50 pl | Ec St Sh Ea 1
1 S - s § = |
2 | o [ - - e
| 1
H |
3 b L L - -
| | ! i
4 - 1 - S
| | ! i
5 I -— | - | -- l - - ! -
| 3 :
6 | SE } SRR e i i | P,
| | !
7 - o= = | == | --
! i
8 8 | 48 | @ | 6 | 2
9 | 20 | 19 | 19 | 17 | 30
| i | 1
Control (+) | 19 i8 ! 16 | 18 | 20

Contreol (-) | --

* Halos de Inhibicidén en wmm.
CONTROL POSITIVO ( + ) Ampicilina sal sédica (sigma A 0166)

CONTROL NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS PROBLEMA

Et = Escherichia coli
St = Salmonella typhi

Sb = Shigella boydii
Ea = Enterobacter aglomerans
Ve = Vibrio cholerae
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Como la Fraccidén 9 fue la gque mostrdé los halos de
inhibicién de mayor didmetro, la consideramos la fraccién
activa, sin embargo la F 8 aungque también muestra halos de
inhibicién de menor tamafio, se lo atribuimos a la presencia
de pequefias concentraciones de la F 9. Por lo que se
procedié a evaluar la C.M.I. y la C.B.M. de la F 9 y 'los

resultados aparecen en el siguiente cuadro.

Cuadro 10 Concentracidon Minima Inhibitoria (C.M.I.) vy

Concentracion Bactericida Media (C.B.M.) de la Fraccidén 9.

Concentracién Microorganismos problema
Bk ) Ec St Sb Ea Ve
0 ++ ++ I ++ ++
2 i ++ g - ++ -
4 b e el - R
8 P+ ++ —-— - - -
16 | == - == ezt g
32 s - =i e s
64 == B = = g
128 —— ~- . e i
C.M.I. = 16 16 2 4 2
C.B.M, = 32 32 i 8 16
1. ++ (presencia de turbidez = crecimiento bacteriano).

-- (no hubo crecimiento bacteriano).

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli
5t Salmonella typhi
Sb = Shigella boydii
Ea Enterobacter aglomerans
Ve = Vibrio cholerae

i
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ANALISIS QUIMICO:

La purificacién de la fraccidn 9, se logrd al someter por
segunda ocasién la fraccidén 9 a una cromatoérafia utilizando
una columna de absorcidén bajo las condicicnes citadas con
anterioridad.

De esta cromatografia se obtuvieron tres fracciones ( 9A;
9B; 9C )de las cuales dos son liguidas y una cristalina, a
las tres fracciones se les evalud el potencial antimi. “hiano

donde la frac. 3C fue la activa.

Cuadro 11 Actividad Antimicrobiana de las Fracciones 9A

9B y 9C mediante la técnica de Kirby-Bauer.

Microorganismos problema#*

Fraccién | Cantidad ! Ec . St . _Sb __Ea
E e 30 pl : 20 ! 18 g 35 i 35

F 9B | 30 pl i . -= | == i i

F oA % 30 ug R I i -
Control (+) 530 mg,/ml : 17 5 20 ? 23 } 22
Control (-) ! 1 mi E -- T = i --

*Halos de Inhibicidén en mm.

CONTROL POSITIVO ( + ) Ampicilina sal sédica (sigma A 0166)

CONTROL NEGATIVO ( - ) Agua destilada estéril.

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli
St = Salmonella typhi
Sb = Shigella boydii
Ea = Entercbacter aglomerans
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La Figura 8 Potencial antimicrobiano de la Fraccién 9 C
mediante la Técnica de Kirby-Bauer. Nos muestra la actividad
antimicrobiana de la fraccién 9C, en la gue se aprecia que
superan lcs halos de inhibicidén del control positivo al menos

para 2 microorganismos.

7R e Y o= B

(o llw]

ZoHOHDDISE H

ORGANISMOS PROBLEMA

Ec = Escherichia coli
St = Salmonella typhi
Sh = Shigella boydii
FEa = Enterobacter aglomerans



Una vez que determinamos mediante los ensaycs de Kirby-
Bauer la fraccién 9 C como la responsable de la actividad
antimicrobiana, se realizé una cromatografia comparativa en-
tre los aceites esenciales y el principio acﬁivo (Frac. § C)
utilizandeo el mismo sistema reportade en la bibliografia
(Wacwer, 1984) a fin de conocer el Rf del principio activo para

poder establecer su naturaleza quimica.

Cromatografia Sistema | Frac ]
Placa fina i Tolueno-Acetato de etilo 9 (

De donde se obtuvo para la Fraccién 9 C un Rf = 0.31 que
coincide con la zona de los Alcoholes Sesquiterpénicos,
reportados en la bibliografia anteriormente citada. Con un
Punto de Fusion de 87°C.

La elucidacidén total del compuesto se determindé con
base en los resultados de los siguientes andlisis:
-Espectroscopia de Infrarrojo.

-Resonancia Magnética Nuclear de Protones.
-Resonancia Magnética Nuclear de 2,
Donde los espectros se muestran a partir de la siguiente pa-

gina.



Andlisis de Espectroscopia de Infrarrojo.

Que nos muestra los principales grupos funcionales de 1la

molécula.
Banda cm™t | Forma | Grupo Funcional
2963; 2922 ! Doble ! CHy Vv CH,
3630 Banda Ancha : OH
2871 7} Singular CH>
1110 Banda Ancha | OH Junto a un
enlace alifdtico.
Longitud de onda (rm)
3 3.5 4 45 5 8.5 6 6.5 7 8 9 10
! 1 T A=} T T | B I T 1004

| ! 1 1 ] i
3000 2000 1500 1600 1400 1200 1000

Namero de onda (ci!)
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Resonancia Magnética Nuclear de c
Nos indica las seflales de resonancia de cada Carbono que

forma parte de la estructura de la molécula.
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Del andlisis anterior se determind la elucidacidén tctal de
la estructura de la Fraccidn 9 C, que corresponde al GLOBULOL
un alcohol sesquiterpénico, con férmula condensada CgH,.0, un

peso molécular de 222.37 y un punto de fusidén a 87°C.

Ademas se procedic a comparar los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear de Protdnes y c" del Globulol obtenido con
los espectros del Globulol comercial Marca Fluka, A.G. CH-

3470 Buchs. 49070 C,;H,,0 PM 222.37
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Resonancia Magnética Nuclear de Protones del Globulol (Fluka)
Que nos permite conocer las diferentes sefiales de resonancia
de cada protén ( H' ) para ubicar a cada uno de ellos en la

conformacidén espacial de la molécula.

Dos metilos en
=
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] —
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Rescnancia Magnética Nuclear de C'? del Globulol (Fluka). Nos
indica las sefiales de resonancia de cada Carbono que forma

de la estructura de la molécula.
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En los espectros anteriores se pudo observar que existe coin-
cidencia entre ambos espectros, lo gue nos permite afirmar
que el compuestc responsable de la actividad antimicrobiana

es el Globulol.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Con base en desarrollo experimental realizado durante cada
fase del proyectc en el cual se observaron las mayores normas
en el cuidado de cada una de las fases experimentales, para

poder asi llegar al siguientes andlisis.

En el momento gque se realizaron los ensayos de sex'iogcidn
escogimos el eucalipto por la presencia de hal de
inhibicion bien definidos y constantes , esto nos condujo al
estudio m&s completo de la planta en la que encontramos una
amplia referencia en el uso de las infusiones de las hojas
para el tratamiento de enfermedades de las wvias respira-
torias, pero no se encontrd reportes o datos definitivos vy
concluyentes en trabajos experimentales o de compuestos
identificados para el tratamiento de enfermedades gastroin-
testinales de origen infeccioso en especial fiebre tifoidea y

cdlera.

ANALISIS MICROBIOLOGICO:

De esta primera aproximacién, se confirma en los ensayos
preliminares de seleccidén, la actividad antimicrobiana del
extracto acuoso a tres diferentes concentraciones, en forma
semicuantitativa por el método de Kirby-Bauer: Cuadro 1, en

el cual se puede apreciar gue a la concentracidén mas alta de
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150 mg/ml se obtuvieron halos de inhibicidén muy parecidos al
control positivo para S. boydili y E. aglomerans con lo que
podemos observar en este momento dos situacicnes muy
particulares: 1) Se comprueba en forma cualitativa la
actividad antimicrobiana del extractc acuoso (Licor madre) y
2) Los halos de inhibicién para el contreol positivo son muy
homogeneos para las 4 bacterias, pero en el casc del extracto
acuoso se puede apreciar una mayor zona de inhibicién para
Shigella boydii y Enterobacter aglomerans con lo que podemos
sugerir gue el extracto no presenta a este nivel la misma
capacidad de inhibicién, que el control positivo.

Sin embargo, se tiene la certeza de la actividad anti-
microbiana de Eucaliptus globulus con base en que se probd
el extracto acuoso total con los gue se obtuvieron resultados
positivos. ‘

En los resultados del Cuadro 2 en gue se repitid el
biocensayc con el extracto acuoso reposado 48 horas, se pudo
oF-- wvar que no hubo halos de inhibicién en ninguna de las 4
be ‘ias y se planted en ese momento dos hipétesis alter-
nativa
hipétesis 1) Se trata de un compuesto foteosensible, o

hipdtesis 2) Se trata de un compuesto volétil.

Se procedidé a corroborar la primer hipétesis y con los re-
sultados del Cuadro 3 en que se evaludé el Extracto Acuocso en
condiciones de oscuridad, se confirman los primeros

resultados con halos de inhibicidén parecidos a 1los del
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contrel positivo, solo restd repetir los bioensayos con el
extracto reposado 48 horas, para poder confirmar comple-
tamente la primera de nuestras hipdtesis.

En los Resultados del Cuadro 4 se da por descartada la
primer hipbtesis ya gque no se obtuvieron halos de inhi-
biciétn en ninguno de los microorganismos, con lo que se
comprobé parcialmente gue no se trata de un compuesto con
sensibilidad a la luz, puesto que se cuidd con e ~zial
atencidén cada una de las fases del desarrq]lo experi al
para no cometer ningdn errcr de procedimiento, por lo que se
evalud la segunda hipétesis alternativa y definir si se

trata ¢ no de un compuesto volatil.

En los resultados del Cuadro 6 se evalud la capacidad
antimicrobiana de los aceites esenciales a tres diferentes
concentraciones y se puede observar gue hay actividad
antimicrobiana a todas las concentraciones: Con 25 pl =se
tienen halos de inhibicidén un poco inferiores a 1los del
control positivo ( 0.5 mg/ml de Ampicilina sal sédica), con
50 ul se tienen halos de inhibicién muy superiores a los del
control positivo y con 100 ul se logrd inhiﬁir completamente
el desarrollo de todas las bacterias.

En el caso del control positivo se aprecia gran homoge-
neidad en cuanto al didmetro del halo de 1inhibicién
nuevamente para las 5 bacterias; vy para los aceites
esenciales existe gran diferencia en los didmetros de los

halos de inhibicién en la concentracién de 50 pl para las 5
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bacterias, y apoydndonos en estos resultados podemos afirmar
que hay diferente sensibilidad entre 1los microorganismos
frente a los aceites esenciales. Donde Vibrio cholerae fue
la mds sensible con un didmetro en el halo de inhibicién de
57 mm, por su parte Salmonella typhi fue la menos sensible
con un halo de inhibicidén de solo 25 mm, y c¢on una
sensibilidad intermedia entre estos dos microorganismos se
encuentran Escherichia coli, Shigela boydii y Enterobacter
aglomerans con un halo de inhibicidn entre los 40 mm.

De estos resultados se comprueba en forma positiva 1la
segunda hipbétesis alternativa y no deja duda alguna de que el
pricipio activo se encuentra en los aceites esenciales. Por
otro lado, ahora es importante conocer en forma cuantitativa
la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales por
varias razones: A) Determinar si se trata de un efecte
bacteriostdtico o wun efecto bactericida,‘ B) Conocer Ila
relacidn entre las dosis de los aceites esenciales y la
pr~—-~cién de inactivacién de las células bacterianas.

los resultados del Cuadro 7, se muestran los valores de
la carn idad minima del aceite esencial que se debe emplear
para inhibir el crecimiento de 1la poblacidén Dbacteriana
ensayada, bajo condiciones de laboratorio, donde ahora se
puede observar que la bacteria con mayor sensibilidad es
Shigela boydii segquida de Vibrio cholerae y la que mostrd
mayor resistencia fue Enterobacter aglomerans.

Con los resultados del Cuadro 8 se observa un efecto

bactericida muy alto para Shigella boydii y Vibrio cholerae,
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es decir se necesita de muy poca cantidad del aceite esencial
(5 ul/ml) para lograr matar completamente a toda la poblacién
bacteriana. En el caso de las colonias bacterianas gque
mostraron mayor resistencia con respecto a las demds fue
Enterobacter aglomerans ya que se requirid de mayor cantidad
(26 ul/ml) para lograr el efecto bactericida.

Como ya se sabe que el efecto de los aceites esenciales es

letal para los microorganismos, es conveniente conoce ~hora
la relacidén entre la dosis del antimicrobianc y la *te
bacteriana: Curva letal , donde los resultados que aparecen

en la Figura 7 nos permite apreciar que en un maximo de 5
horas la poblacién bacteriana de Escherichia coli ha sido
eliminada completamente, asi mismo, esta relacidén permite
afirmar que se trata de una curva de impacto miltiple debido
a gue se puede trazar en ella md&s de una pendiente, por lo
que existe diferencia de velocidad en el decaimiento
poblacional bacteriano. En este momento la diferencia se
puede explicar en base a la siguiente hipbdtesis:

Se conoce que la familia de las enterobacteridceas es un
grupo con gran plasticidad génica, lo que se traduce en una
gran heterogeneidad en la susceptibilidad a los antimi-
crobianos y lo gque se puede reflejar en la'curva es gue en
Tiempo 1, se eliminaron a las bacterias més sensibles al
antimicrobiano y del Tiempo 2 al 5 se eliminaron las colenias
bacterianas mas resistentes, debido a gque existe diferente
susceptibilidad a nivel de diferentes grupos dquimicos que

actuan como blanco en donde se fija el antimicrobiano para



producir la muerte celular y como la accidn se produce al
azar, los gque presenten un blanco de mayor tamafic son los que
se inactivan primero, dando una mayor inclinacidén a la curva
y después los que presentan un blanco de menor tamafio donde
la inclinacién es menor, y permite ver que el aceite es
altamente toéxico para las bacterias ya que tiene efecto en
mas de un sitio de accidn, aunque en este momento no se pueds
generalizar con todos los fundamentos el hecho de que sea una
curva de impacto miltiple para tcdos los microorganismos,
porgque solo se evalud en Escherichia coli debido a que se
trata de la bacteria mas representativa del grupoc. Por otro
lado, en base al C.M.B. que se obtuvo para todos los
microorganismos problema, se puede afirmar que el compuesto
regsponsable tiene un efecto bactericida, debido a que el
efecto que causa sobre las células es irreversible (Davis,
1984), ya que al momento de resembrar las colonias que
estuvieron en contacto con los aceites eéenciales, no se

de—~ =rd crecimiento.
ANALIS S QUIMICO:

Utilizando las técnicas de rutina en el aislamiento y
separacidén del principio activo, como fueron la cromatografia
de placa fina con la que se encontrd una mezcla no polar de
solventes orgénicos como son benceno y eter etilico y que son
bdsicos en la separacidén de grupos hidrofébicos como lo son

los aceites y grasas. De esta separacién resultaron 8
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fracciones, a las que se les determind el Rf a cada una de
ellas y se rastred el principio activo evaluando el potencial
antimicrobiano en cada etapa de la purificacidén. Hasta lograr
la pureza total del principio activo en la Fraccidn 9 C, la
que cristalizé al evaporarse los solventes y con estos
cristales se realizd el andlisis en un Espectrofotdmetro
Infrarrojo donde se encontré una banda ancha a 3630 em’ ' que
corresponde al grupo funcional Alecohol , hay ademds u '»ble
pico a 2963 cm’' que corresponde a un grupo CHj3.

Por dltimo a 2922 cm® que corresponde a un CHy. Por otro
lado tenemos que el Rf de la Fraccidén 9C coincide con la
banda Nimero 3 de la cromatografia de los aceites esenciales
que corresponde a la zona de los alcoholes terpénicos, con
los resultados de la RMN HT que nos permite observar que se
trata de un compuesto ciclico y del andlisis de RMN Cl3 se
define una estructura con 15 carbonos, con base en lo
anterior se determind® gue el principio responsable de la

actividad antimicrobiana es el globulol.
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CONCLUSIONES:

1. Con los resultados anteriores se puede afirmar que los
aceites esenciales de las hojas del eucalipto tienen efectos
bactericidas.

2. Se comprueba experimentalmente la efectividad en el uso de
esta planta para el tratamiento de las enfermedades infec-
ciosas del sistema digestivo.

3. La Dbacteria mas susceptible frente a los aceites
esenciales fue Vibrio chelerae.

4, Los datos de la Curva Letal indican que el aceite tiene
toxicidad a varios niveles dentro de la célula bacteriana, lo
que se define como un efecto de impacto multiple para
Escherichia coli.

5. El principio activo responsable de la actividad anti-
microbiana es el Globulol.

6. De esta evaluacidn gueda abierta la posibilidad de reali-
zar =studios farmacoldgicos y quimices gque permitan conocer
el ance del Globulol en la terapéutica moderna y se puedan
aprove. 1ar al maxime las propiedades bactericidas del mismo
contra enfermedades que siguen causando grandes problemas en

nuestro pais como lo es el coOlera.
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