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Resumen

La especie Dalea coerulea (L.f.) Schinz&Thell, es una planta medicinal nativa del Ecuador
cuyo principal empleo esté relacionado a tratar enfermedades del sistema respiratorio. De las
hojas de la especie se extrajo su aceite esencial, los principales componentes del mismo fueron:
a-pineno (25,34 %), a- tujeno (16,69 %), B-pineno (8,11 %), a varias de estas moléculas se les

atribuyen propiedades, antiinflamatoria, broncodilatadora, antimicrobiana e insecticida.

Los métodos espectrofotométricos ABTS y DPPH fueron empleados para determinar la
actividad antioxidante, la cual fue muy cercana al aceite esencial de Thymus vulgaris el cual
fue empleado como referente natural, de forma paralela fue evaluada la actividad antioxidante
del componente mayoritario del aceite (pineno), la cual fue inapreciable. La evaluacion
bioautografica evidencid que la actividad es proporcionada por los sesquiterpenos cubebol y

copaeno.

El Estudio de actividad antimicrobiana dio resultados muy fuertes en todas las cepas evaluadas.
Gram positivas Streptococcus pyogenes ATCC 19615 con MIC 317,0 ug/mL y Staphylococcus
aureus ATCC 29213 con MIC 317,0 pg/mL; bacterias Gram negativas Klebsiella pneumoniae
ATCC 10031 con MIC 64,1 pg/mL y Haemophilus influenzae ATTC 10211 con MIC 239,7
ug/mL; y levaduras Candida tropicalis ATCC 13803 con MIC 317,0 ug/mL y Candia albicans
ATCC 10231 con MIC 262,7 ug/mL. Los resultados presentados validan el uso ancestral de los
pueblos andinos de Ecuador, tanto en la presencia de metabolitos secundarios, como en los

ensayos de actividad biolégica.

Palabras clave: Dalea coerulea, antioxidantes, radicales libres, concentracién minima

inhibitoria, porcentaje de inhibicion.



Abstract

The Dalea coerulea (L.f.) Schinz&Thell species is a native medicinal plant of Ecuador whose
main use is related to treating diseases of the respiratory system. Its essential oil was extracted
from the leaves of the species, its main components were: a-pinene (25,34 %), a-thujene (16,69
%), B-pinene (8,11 %), a several of these molecules are attributed anti-inflammatory,

bronchodilator, antimicrobial and insecticidal properties.

The spectrophotometric methods ABTS and DPPH were used to determine the antioxidant
activity, which was very close to the essential oil of Thymus vulgaris which was used as a
natural reference, in parallel the antioxidant activity of the major component of the oil (pinene)
was evaluated, which was priceless. The bioautographic evaluation showed that the activity is

provided by the sesquiterpenes cubebol and copaene.

The Antimicrobial Activity Study gave very strong results in all strains tested. Gram positive
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 with MIC 317,0 ug/mL and Staphylococcus aureus
ATCC 29213 with MIC 317,0 pg/mL; Gram negative bacteria Klebsiella pneumoniae ATCC
10031 with MIC 64,1 pg/mL and Haemophilus influenzae ATTC 10211 with MIC 239,7
ug/mL; and yeasts Candida tropicalis ATCC 13803 with MIC 317,0 pg/mL and Candia
albicans ATCC 10231 with MIC 262,7 ug/mL. The results presented validate the ancestral use
of the Andean peoples of Ecuador, both in the presence of secondary metabolites, and in the

assays of biological activity.

Key words: Dalea coerulea, antioxidants, free radicals, minimum inhibitory concentration,

percentage of inhibition.



Introduccion

Desde la antigiiedad el hombre ha buscado los medios para alimentarse y curar sus
enfermedades siendo los recursos animales, vegetales y minerales los que contribuyeron en su
supervivencia (Avello & Cisternas, 2010). Dentro de los recursos antes mencionados el reino
vegetal desempefia uno de los papeles mas importante pues numerosas especies son usadas en

el campo medicinal (Casamayor, Pérez, Morales & Go6nzalez, 2014).

La medicina natural y tradicional se establecid gracias a la experiencia de alquimistas,
boticarios y curanderos, quienes emplearon plantas o parte de ellas para la preparacion de
pocimas para el tratamiento de enfermedades (Prieto, De Ocampo, Fernandez & Pérez, 2008),
los conocimientos ancestrales sobre medicina herbolaria han sido atesorados durante toda la
historia convirtiéndose en una alternativa sencilla para el tratamiento  primario de

enfermedades, razon por la cual su uso perdura hasta la actualidad (Casamayor et al., 2014).

La medicina convencional, especialmente el empleo de antibiéticos han contribuido a curar o
calmar enfermedades (Prieto et al., 2008), sin embargo, con el paso del tiempo su uso, ha
desencadenado fuertes problematicas a la salud, como es la resistencia a los mismos; un informe
reveld6 que aproximadamente 25 000 pacientes mueren anualmente en Europa debido a
infecciones por bacterias multirresistentes (Salehi, Upadhyay, Orhan, Jugran, Jayaweera, Dias,
Sharopov, Taheri, Martins, Baghalpour, Cho & Sharifi-Rad, 2019), la OMS reconoce a esta
probleméatica como una amenaza potencial para la salud humana por ello los estudios cientificos
se encuentran en la busqueda otras de alternativas que ayuden a mitigar este problema (Medina,

Machado & Machado, 2015).



La Organizacion Mundial de la Salud en el 2010 determind que la medicina herbolaria,
fitoterapia o fitomedicina es el conocimiento, las habilidades y practicas involucradas con el
cuidado de la salud de forma holistica; por otro lado Prieto y colaboradores en el 2008
denominan a la herbolaria como el empleo de material de origen vegetal con la finalidad de
prevenir, atenuar o curar un estado patoldgico. Sin importar el concepto otorgado a la
fitomedicina, esta ciencia ha contribuido durante afios con el ser humano; se estima que
alrededor del mundo 10 000 especies vegetales son empleadas con fines terapéuticos
(Canigueral, 2003) y el 30 % de los medicamentos terapéuticos disponibles se han derivado
principalmente de plantas (Montes de Oca, Hernandez, Orozco, Garcia, Avila, Ortiz, Pefialosa,

Lopez & Serrano, 2017)

En el Ecuador el 80 % de su poblacion ha acudido al uso de plantas o sus productos para el
alivio de alguna patologia, segun lo que menciona Fabricant & Farnsworth (2001) no obstante,
la produccidn farmacéutica basada en plantas medicinales es deficiente, a pesar de que existen
politicas de estado que buscan establecer, consolidar y reforzar la salud intercultural basado en

la medicina ancestral (Gallegos, 2016) (Miranda & Hall, 2012).

El conocimiento ancestral transmitido por generaciones constituye un pilar importante para el
desarrollo sostenible del pais pues promueve la investigacion de especies vegetales que carecen
de estudios quimico y farmacologicos (Gallegos, 2016) como es la especie Dalea coerulea (L.
f.) Schinz & Thell. Esta especie pertenece a la familia Fabaceae y esta distribuida a lo largo de
la Sierra ecuatoriana en las provincias de: Azuay, Bolivar, Cafiar, Carchi, Imbabura, Pichincha,

Tungurahua, Cotopaxi, Chimborazo y Loja (Noriega & Taco, 2018), la infusion de sus hojas y



flores es usada para mitigar sintomas de afecciones respiratorias (Peralta, Cabrera, & Ortega,

2019).

En estudios de composicion quimica realizados por Belofsky, Diamond, Foss, Santana, Darley,
Dowd, Aronica, Coleman & Ferreira (2014), en el género Dalea en las especies Dalea
foliolosa y Dalea formosa se encontrd: taninos, terpenos, esteroides, flavonoides, flavonas,
cumarinas, glucésidos, saponinas, alcaloides, chalconas y triterpenos (Arango & Gonzélez,

2010).

Los aceites esenciales estdn constituidos de por una mezcla de componentes volatiles,
lipofilicas y odoriferas provenientes del metabolismo secundario de algunas especies vegetales,
en su composicion encontramos: monoterpenos, sesquiterpenos y sus derivados oxigenados
(Silva, Lopes, Azevedo, Costa, Alviano & Alviano, 2012). Desde la antigiiedad los aceites
esenciales se han utilizado como agentes terapéuticos, y se ha evidenciado cientificamente que
algunos de ellos poseen propiedades medicinales, como: antiinflamatorios, antivirales,

antitumorales, citotoxicos, antimicrobianas y antioxidantes (Lopez, 2019).

En el aceite esencial de las especies Dalea strobilacea Barney, Dalea formosa Torr y Dalea
carthagenensis se han identificado compuestos principales como: a-cubebeno, 2-careno, -
pineno, camfeno, P-cimeno, B-felandreno, a terpineno, limoneno, 3-careno, a-humuleno, -
mirceno, B-ocimeno, a-amorpheno, alloocimeno, sabineno, tricicleno, E-citral, —cadieno, a-

copaeno, (Peralta, Santi, Cabrera & Ortega, 2019) (Benites, Moiteiro, Figueiredo, Rijo,

Calderon, Brovo, Gafardo, Sanchez, Torres & Ganoza, 2016).



Dalea coerulea (L. f.) Schinz & Thell, o Iso de Quito, es una planta endémica empleada
tradicionalmente para tratar la tos y problemas respiratorios, sin embargo, no existe evidencia
cientifica que certifique estas propiedades, por lo que es importante conocer su composicién
quimica, actividad antimicrobiana y antioxidante, para promover la conservacion, estudio y uso

para el tratamiento de las enfermedades respiratorias.

Tomando en cuenta lo mencionado, esta investigacion asume como objetivo evaluar la
composicion quimica del aceite esencial obtenido de los foliolos de Dalea coerulea (L. f.)
Schinz & Thell asimismo su potencial antimicrobiano y antioxidante. El aceite esencial de las
hojas de Dalea coerulea (L. f.) Schinz & Thell fue obtenido mediante arrastre de vapor, a partir
del aceite extraido se caracterizaron sus componentes mediante la de técnica cromatografia de
gas acoplada a espectrometria de masas; el potencial antimicrobiano fue evaluado realizando
ensayos de microdilucion ante 6 diferentes tipos de microorganismos causantes de
enfermedades respiratorias; el método de DPPH y ABTS fue empleado para determinar la
capacidad captadora de radicales libres, finalmente los compuestos con capacidad captadora de

radicales libres se establecieron llevando a cabo la técnica de cromatografia en capa delgada.



Capitulo 1

Marco conceptual

1.1 Investigacion ecoldgica del género Dalea

Dalea es un género constituido de 172 especies, distribuidas en casi todo el continente
americano, (Pifieros & Gonzélez, 2019) su habitat se extiende desde las regiones secas del oeste
de Estados Unidos hasta la region central de Argentina y Chile. Las especies vegetales
pertenecientes al género Dalea habitan sobre los 1700 m y estan localizadas en bosques
subxerofiticos o secos, en suelos pedregosos 0 arenosos, generalmente se pueden encontrar

junto a las riberas de los rios o a los costados del camino (Arango & Gonzélez, 2010).

Las especies de este género son consideradas como elementos locales dominantes en las
diferentes biomasas secas de América ademas no se comportan como malezas o especies
invasoras lo que aumenta su valor ecoldgico pues ayuda a la preservacion de la artropofauna
local y a la preservacion, mantenimiento y reparacion del manto vegetal de estos ecosistemas

(Pifieros & Gonzalez, 2019).

1.2 Descripcién y clasificacion botanica de Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell

Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell es una especie perenne de crecimiento arbustivo que mide
de 60-70 cm de altura, se caracteriza por tener una inflorescencia de color lila misma que esta
constituida por 5 pétalos formando una quilla, 5 sépalos y un ovario supero con estambre
monadelfos, su fruto es una legumbre y posee un tallo lefioso de color café obscuro el cual

sostiene a las hojas compuestas de tipo paripinnadas de forma lanceolada y de borde liso,



(Anexo 1) su raiz es fasciculada lefiosa y perenne (Ledn, 2010). En la tabla 1 se describe la

clasificacion botanica de Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell.

Tabla 1.

Clasificacion botanica de Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell

Reino Plantae

Divisién Tracheophyta

Superclase Angiospermae

Clase Magnoliopsida

Orden Fabales

Familia Fabaceae

Género Dalea

Epiteto especifico coerulea

Autor del epiteto especifico (L.f.) Schinz&Thell.

Nombre cientifico Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell.

Fuente: (Herbario JBB en linea, 2014)

1.3 Composicion quimica de especies del género Dalea

Los estudios de composicidn quimica realizados a partir de diferentes érganos vegetales de las
especies de este género se encontro: triterpenos, terpenos, glucésidos, alcaloides, flavonoides,
cumarinas, saponinas, flavonas, esteroides, taninos y aceites esenciales (Belofsky et al., 2014).
Las estructuras vegetales presentan estos componentes en respuesta a factores como: el habitat
de crecimiento, factores bidticos y abioticos, caracteristicas genotipicas de la especie y

condiciones geograficas de desarrollo (Ortega, Peralta, Mariel & Cabrera, 2011).

Los flavonoides son aislados de una amplia gama de plantas vasculares estan formados por los
compuestos fenolicos cuyo peso molecular es bajo (Ren, Oiao, Wang, Zhu & Zhang, 2003).
Constituyen en grupo de mas de 8000 compuestos individuales (Martinez, Gonzalez, Culebras
& Tufidn, 2002), y actlan en las plantas como antioxidantes, antimicrobianos, fotorreceptores,

atractores visuales, repelentes de insectos y detectores de luz (Cabrera & Perez, 2013). Los



compuestos fendlicos con propiedades de captacion de radicales libres tienen poder de
quelacion del hierro ademas de un nimero versatil de grupos hidroxilo fendlicos, generando

una defensa contra los fendmenos de oxidacion (Quifiones, Miguel & Aleixandre, 2012).

En el afio de 1975, Dreyer, Munderloh & Thiessen, realizaron el primer estudio quimico en el
género Dalea, investigaron las especies Dalea emoryi y Dalea polyadenia, como resultado de
esta investigacion se evidencio la presencia de la cumarina y de 5-metoxicumarina ademas de
dos pigmentos rojos flavonoides dalrubona y 5-metoxydalrubona en el extracto benzoico de la
especie Dalea emoryi (Peralta et al., 2019) compuestos también reportados en Dalea tinctoria

(Dreyer, 1978).

El extracto de Dalea ornata fue fraccionado por cromatografia de gel de silice al vacio liquido,
donde se encontrd: (2S) -8- (3-metilbut-2-en-1-il) -6,7,4'-trihidroxiflavanona, acacetina,
rotenoides, pterocarpan, entre otros (Deardorff, Ray, Winterstein, Brown, McCornack,

Cardenas, Jones, McNutt, Fulkerson, Ferreira, Gény, Chen, Belofsky & Dondji, 2016).

En el aceite esencial de las especies Dalea emoryi, Dalea polyadenia, Dalea foliolosa y Dalea
formosa se ha identificado compuestos terpénicos oxigenados como: limoneno, B-pineno,
o terpineno, B-ocimeno, PB-felandreno, B-mirceno, tricicleno, sabineno, a-cubebeno, o-
copaeno. a-humuleno, a-amorfeno, E-citral, canfeno, 2-careno y 6—cadineno (Peralta et al.,

2019) (Castro, 2013).



Segun el articulo desarrollado por Benites y colaboradores (2016), el aceite esencial de Dalea
strobilacea esta constituido del 82 % de monoterpenos hidrocarbonados, 5 % de monoterpenos
oxigenados, 7 % de sesquiterpenos hidrocarbonados, 3 % de sesquiterpenos oxigenados y 0,1
% de fenilpropanoides, siendo p-felandreno, a-pineno, limoneno y &-cadineno, los
componentes mas importantes debido a su actividad bioldgica como antimicrobiano, fungicida

y antioxidante.

En el afio 2017, Villa, Pacheco, Rubio, Zarate, Lozoya & Cruz, concluyeron que el aceite
esencial obtenido a partir de los foliolos de Dalea foliolosa contiene: monoterpenos,
sesquiterpenos e hidrocarburos alifaticos, siendo la criptona el monoterpeno mas abundante,
seguido del linalol, éxido de cariofileno, ascaridole y B-citronelol. El extracto mostrd actividad
antioxidante y una fuerte actividad anti-a-glucosidasa ademas inhibid el crecimiento de

Pseudomonas syringae.

La especie Dalea frutescens posee una chalcona llamada san juanolina, responsable de la
inhibicion efectiva de expresiones de: ARNm de varias citocinas inflamatorias y de la inducida
por lipopolisacaridos del factor de necrosis tumoral alfa (Fang, Xiao, Qiu, Shu, Chen, Zhuang,
Zhao, Liang & Liu, 2019). La isoflavan, 3 S (+) - 7-metoximanuifolina K y la manuifolina K
fueron aisladas de los extractos metandlicos de Dalea aurea, los compuestos obtenidos
mostraron una actividad in vitro contra la ameba Naegleria fowleri, responsable de

meningoencefalitis amebiana primaria (Belofsky, Carreno, Goswick & John, 2006).



1.4 Estudios biologicos de especies del género Dalea

La composicion quimica propia de los extractos y aceites que poseen las especies de este género
Dalea, le atribuyen importantes actividades biologicas como: antialérgicas, antivirales,
antiinflamatorias, vasodilatadores, antioxidantes, antimicrobianos, amebicida, inhibidores de la
tirosina, induccion de enzimas dependientes de citocromo P-450 y regulacién del crecimiento
celular (Pietta, 2000) (Santi, Peralta, Mendoza Cabrera & Ortega, 2017) (Montes de Oca et al.,
2017). Como se menciona en los estudios quimicos, los flavonoides son los responsables de la
actividad bioldgica, en especial en los flavonoides prenilados, moléculas que contienen
radicales prenilo, es decir grupos hidrocarbonados con doble ligadura entre dos de sus carbonos

(Cabrera & Perez, 2013).

Los flavonoides prenilados son uno de los compuestos del género con mayor riqueza
farmacologica orientado hacia la actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de
microorganismos patdgenos incluidas aquellas cepas resistentes a los betalactamicos,
cloranfenicol, trimetropin y tetraciclinas como Klebsiella, Enterobacter y Serratia (Peralta et
al., 2019). La actividad antimicrobiana de Dalea strobilacea barneby esta determinada por los
hidroxilos fendlicos, los cuales tienen afinidad por proteinas e inhibe enzimas microbianas, en
un estudio realizado por Benites y colaboradores, en el 2016 se evidencié que una alta
concentracion de o-pineno atribuye una alta actividad antimicrobiana frente a Klebsiella

pneumoniae, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

Albifloran A9 y albifloran B10 son flavonas aisladas de los extractos de las raices de Dalea
albiflora, estos componentes inhibieron el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y Candida

glabrata con concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de 42 pg/mL y 167 pg/mL



respectivamente (Hansen, 2019), los aldehidos de 2-arilbenzofurano y los compuestos fenélicos
del extracto de Dalea spinosa, fueron evaluados por Belofsky, Leon, Osorio, Torrenegra,
Gonzalez & Gil en el 2006 por su actividad antimicrobiana intrinseca y su capacidad como
inhibidores de resistencia antimicrobiana. En el 2016, Deardorff y colaboradores, realizaron un
bioensayo ex vivo a partir del extracto de Dalea ornata, los compuestos fenélicos obtenidos
fueron evaluados frente al Ancylostoma ceylanicum, parasito causante de patologias tales como
la anemia y la desnutricion; gracias a este estudio se demostrd que el extracto de D. ornata
reduce el 63 % de la supervivencia y motilidad del patdgeno humano después de dos dias a 100

pg/mL.

Dalea searlsiae es una especie originaria de Norteamérica. A partir de los extractos metanolicos
de laraiz y de las partes aéreas de la especie se aisl6é nuevas flavonas malheuranas preniladas y
geraniladas, flavonas conocidas, rotenoides e isoflavonas. Los bioensayos realizados a partir de
los extractos de la raiz demostraron actividad antimicrobiana con un MIC de 2-7,5 pg/mL
contra los microrganismos: Staphylococcus aureus y Bacillus cereus resistentes a oxacilina, de
lo contrario los extractos de la parte aérea demostraron actividad antiinsectana frente a la plaga
de cultivo Spodoptera frugiperda o también conocido como gusano ejército de otofio

(Belofsky, Kolaczkowski, Adams, Schreiber, Eisenberg, Coleman, Zou & Ferreira, 2015).

1.5 Aceites esenciales

Son moléculas lipofilicas responsables de sabores y fragancias de las plantas, se producen en
glandulas formadas por células secretoras donde se acumula el aceite esencial (Noriega, 2009)
estos componentes volatiles enddgenos se han convertido en un eje fundamental en la
investigacion de la tecnologia alimentaria, farmacéutica, perfumeria y en el control biol6gico
(Benites et al., 2016).
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Se puede encontrar alrededor de 40 a 250 componentes quimicos en los aceites esenciales
dependiendo de su origen vegetal, estos compuestos forman parte de los fenilpropanoides,
cetonas, hidrocarburos terpénicos alcohdlicos, aldehidos, éteres, fenoles y ésteres. Los
compuestos terpénicos estan formadas por unidades de 5 carbonos denominadas isopreno, las
cuales pueden ser monoterpenos y sesquiterpenos de 10 y 15 carbonos respectivamente (Ruiz,

Diaz & Rojas, 2015).

Los aceites esenciales estan presentes en varias especies vegetales, especialmente en las
coniferas, lamiaceas, apiaceas, mirticeas, rutaceas y asteraceas, y cumplen varias funciones
vegetales como la proteccion frente a insectos y animales herbivoros, adaptacion a situaciones
de estrés hidrico, ayudan a la polinizacién debido a su volatilidad y marcado olor lo cual
contribuye en la comunicacion quimica entre especies (Lopez, 2019). Estas cualidades se ven
reflejadas en propiedades farmacéuticas como: antisépticas, antiinflamatorias, antidepresivas,

antibacterianas, afrodisiacas, entre otras (Leon, Del Rosario & Martinez, 2015).

1.6 Meétodos de obtencion de aceites esenciales

Se distinguen considerando la composicion quimica del aceite, el érgano vegetal donde se
localiza y sus propiedades; los métodos tradicionales son: obtencion de aceites empleando
fluidos supercriticos, método de destilacion, extraccion utilizando grasas y disolventes y
métodos de expresion (Noriega, 2009), la eleccion del método de extraccion depende del
objetivo del investigador con el aceite, la concentracion del aceite requerida o la recuperacién

de algun compuesto en especial (Peredo, Garcia & Lopez, 2009).

11



1.6.1 Extraccion por destilacion
Una gran cantidad de aceites esenciales son extraidos por destilacion con agua, conforme el

agua aumenta su temperatura se evapora y sus componentes volatiles se vaporizan también.

El método de arrastre de vapor extrae el componente volatil de una mezcla de componentes no
volatiles este proceso es selectivo pues la introduccion de vapor de arrastre es directo al
objetivo, el agua en fase de vapor genera una capa inmiscible al condensarse, esta comparte su
calor latente al objetivo y se evapora, dejando el producto destilado (Peredo et al., 2009). A lo
largo de este proceso las dos fases inmiscibles actual de forma autbnoma ejerciendo su propia
presion de vapor a una temperatura de referencia. Este método es sencillo y su costo econémico
es bajo, sin embargo, requiere intensos periodos de tiempo y se obtiene un rendimiento menor

en comparacion con otros metodos (Bandoni, 2003).

1.6.2 Extraccion por expresion

Es un método empleado para especies cuyo aceite esencial se localiza en las células
superficiales como en el epicarpio de los citricos, este es considerado un método simple que no
emplea estrategias quimicas o térmicas y que cuyo resultado es una emulsion agua-aceite
impura constituida de sustancias proteicas y mucilagos, finalmente el aceite esencial se obtiene

a traves de la centrifugacion (Noriega, 2009).

1.6.3 Extraccién mediante disolventes
Es un método de extraccion de tipo sélido-liquido conocido también como lixiviacion, permite
extraer cantidades considerables de componentes con un minimo de solvente, para ello se seca

y se tritura el material vegetal y con la ayuda de solventes organicos como el cloroformo, acetato
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de metilo, alcohol, ciclohexano, etc., se solubiliza y se extrae las sustancias obteniendo una
sustancia impura, el resultado es filtrado se evapora al vacio o a presién atmosférica, el

disolvente restante se separa a temperatura ambiente (Quintero,Gonzalez & Stashenko, 2004).

1.6.4 Extraccion mediante fluidos supercriticos

La materia en estado liquido o gaseoso cuyas condiciones de temperatura y presion se
encuentran en las de su punto critico se denominan fluidos supercriticos. El punto critico se
define cuando la fase vapor y fase liquida se diferencian, este factor se determina por tres
parametros: presion, temperatura y densidad criticas, aumentando su poder de difusion, también
favorece la interaccion solvente y soluto y la eliminacion del solvente se realiza mediante la
variacion de presion y temperatura (Esquivel & Bernardo, 1993). Como fluido supercritico se
puede emplear propano, etileno, didéxido de carbono, agua, hexano, tolueno, éxido nitroso y
amoniaco, los fluidos supercriticos permiten reducir los tiempos de extraccion, obtener mayor
rendimiento, modificar parametros de extraccion y requiere menor energia, sin embargo, uno
de los limitantes de este proceso de extraccidn es que junto a los aceites esenciales se extraen
las ceras de la cuticula vegetal y aquellos componentes de mayor peso molecular (Velasco,

Villada & Carrera, 2007).

1.7 Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de un compuesto depende de &tomos que cuentan con un electrén
libre en su Orbita externa convirtiéndolos en altamente inestables, oxidantes, reactivos y
toxicos; los radicales libres recorren todo el organismo con el objetivo de tomar un electrén
disponible desbordando el funcionamiento normal de las células. Cuando aumenta la

concentracion de radicales libres se genera gran cantidad de OH, generando lesiones en las
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proteinas, acidos nucleicos (ADN), lipoproteinas de baja densidad, fosfolipidos de la membrana
celular, enzimas con grupos sulfhidrilos (lisozima) o mitocondrias (Llacuna & Mach, 2012)

(Hernandez, 2013).

Los radicales libres pueden originarse de forma exdgena o enddgena, la primera hace referencia
a los oxidantes originados factores externos como la contaminacion ambiental, luz solar, entre
otros, y los oxidantes endogenos son aquellos que se desarrollan en procesos naturales del

cuerpo como la respiracion, metabolismo, entre otros (Kumar, Sharma, & Vasudeva, 2017).

El antioxidante es una sustancia cuya concentracion es menor a la de un sustrato oxidable por
lo que retrasa o inhibe la captacidn de radicales libres del sustrato, actian como captadores de
radicales libres con capacidad de estabilizarlos o desactivarlos (San Miguel & Martin, 2009).
La capacidad antioxidante de una especie esta determinada por un componente o la mezcla de

ellos, ademas del microambiente donde se desarrollan (Fernandez, Villafio & Troncoso, 2006).

Hasta la actualidad se han realizado varios estudios entorno a la funcién de los antioxidantes
responsabilizando a estas sustancias como moléculas que previenen el envejecimiento,
enfermedades degenerativas, enfermedades cardiovasculares, deterioro del sistema

inmunoldgico vy la disfuncion cerebral (Kumar et al., 2017).

La industria farmacéutica, la industria de produccion de alimentos, cosmética y perfumeria se
encuentran en la busqueda constante de alternativas que sustituyan el empleo de antioxidantes

sintéticos, los aceites esenciales han sido propuestos como alternativa debido a sus
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caracteristicas antioxidantes y al ser productos naturales derivados de plantas son considerados

como seguros (Boom, Orozco & Alean, 2018).

1.8 Meétodos de valoracion de la actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante los métodos empleados evaltan la oxidacion de un
sustrato, el cual ha sido inducido por un agente oxidante, sin embargo, cuando existe un
antioxidante la oxidacion se reduce o se inhibe. La oxidacion se inhibe de forma proporcional
a la capacidad captadora de radicales libres del compuesto antioxidante (Kuskoski, Asuero,

Troncoso, Mancini & Roseane, 2009) (Renddn, 2016)

Los métodos para evaluar la actividad antioxidante pueden clasificarse como metodos directos
y meétodos indirectos; los métodos directos evallan la capacidad de captacion de radicales libres
de un antioxidante en la oxidacion celular, en este tipo de método encontramos: la prueba
CRHF o Capacidad para Reducir el Hierro Feérrico, la prueba CARO o conocida como la
Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno, los métodos indirectos valoran la estabilidad
de los radicales libres en presencia de un compuesto antioxidante los métodos indirectos son:
ABTS “acido 2,2, azino - bis (3 - etilbenzotiazolin) - 6 - sulfonico, (DMPD) diclorhidrato de

N, N- dimetil — fenilendiamina”, DPPH “2,2-Difenil-1- picrilhidrazilo” (Londofio, 2013).

1.8.1 Métodos directos

Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno (CARO)

Este método mide la capacidad de captacion de radicales disponibles de modelos vivos in vitro,

para ello se valora la disminucién de oxidacion de las moléculas con fluorescencia que pueden
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ser fluoresceina o B-ficoeritrina en conjunto con moléculas que originan a los radicales
disponibles tal como son las componentes azoderivados, al aumentar la temperatura estos
generan radicales libres peroxilo que oxidan la molécula de fluoresceina o B-ficoeritrina, la

actividad antioxidante se cuantifica usando un fluorémetro (Cao, Alessio & Cutler, 1993).

El radical peroxido se forma por la desintegracion térmica de la molécula 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro, este radical origina algunos radicales alquilo y una molécula
de dinitrogeno, estos reaccionan con la sonda de fluorescencia y forma un producto no
fluorescente y sin color, la capacidad de captacion de radicales libres de los radicales peréxido
se valora cuantificando la disminucién de la velocidad de degradacion de la sonda (Granados,

Yanez & Acevedo, 2014).

Método del CRHF “Capacidad para Reducir el Hierro Férrico”

Para medir la capacidad de reduccion del plasma Benzie y Strain desarrollaron el método
CRHF, sin embargo, en la actualidad este método es dtil para valorar las propiedades de
captacion de radicales libres de los compuestos nutracéuticos. Los radicales libres se reducen
al estar en contacto con la molécula 2,4,6-Tripiridiltriazina Férrica y originan una sustancia de

color que ayuda a revelar compuestos antioxidantes (Londofio, 2013) (Rendén, 2016).

1.8.2 Métodos indirectos

Meétodo de acido 2, 2 azino-bis (3 - etilbenzotiazolin) 6 — sulfonico (ABTS)

Este método fue desarrollado por Miller en 1993 y se basa en la capacidad antioxidante del

ABTSS para tomar aniones radicales de larga vida (Rodriguez,Andrade & Diaz, 2015).
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Cuantifica la perdida de color del radical ABTS, cuando interactlia con especies donantes de
electrones, cuando la molécula de persulfato de potasio es expuesta al &cido 2, 2 azino-bis (3 -
etilbenzotiazolin) 6 — sulfénico, la solucion de ABTS se oxida, volviéndose incolora lo que se
observa como la disminucién de la absorbancia a 734 nm (Mesa, Gaviria, Cardoa, Saez, Trujillo

& Rojano, 2010).

Metodo del 2,2-Difenil -1- picrilhidrazilo (DPPH)

Este ensayo se basa en el uso del 2,2-Difenil -1- picrilhidrazilo el cual es un radical nitrogenado
organico y estable de color purpura caracteristico, este es un método simple y que no requiere
de numerosos instrumentos (Rodriguez et al., 2015), fue planteado en 1995 por Brand Williams
y es empleado para determinar la capacidad antioxidante basado en su propiedad para
estabilizar el radical DPPH, la disminucion de color puede valorarse a través de la absorbancia
a 517nm. La interpretacion de los resultados se realizan en base al valor del ECso, que es
cuando el 50 % de la solucion de 2,2-Difenil -1- picrilhidrazilo se encuentra estable gracias a

la concentracion de antioxidante necesaria (Londofio, 2013).

1.9 Bioautografia

Es un método rapido, sencillo y econémico combina la localizacién de la actividad biol6gica y
quimica con la cromatografia en capa fina (Colorado, Galeano & Martinez, 2007), para revelar
la actividad separada de los compuestos mediante la visualizacion de fracciones (Rossi, Maietti,
Guerrini, Bruni, Poli, Scalvenzi, Paganetto, Radice, Saro & Sacchetti, 2011), sirve para
deteccion de: actividad antibacteriana, antiflngica, antioxidante, inhibicién enzimatica y
aislamiento de compuestos activos (Dewanjee, Gangopadhyay, Bhattacharya, Khanra & Dua,

2015).
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1.9.1 Deteccidn de agentes antioxidantes por bioautografia

La estabilidad del DPPH se reduce ante la presencia de un compuesto antioxidante (Molyneux,
2004) el ensayo TLC permite observar el cambio de color resultado de esta reaccion, la placa
TLC es rociada con una solucién de DPPH, se deja secar la placa y luego de aproximadamente
30 minutos se observa franjas de color amarillo sobre un fondo morado, estas fracciones

constituyen los compuestos responsables de la actividad antioxidante (Dewanjee et al., 2015).

Bioautografia utilizando ABTS como reactivo de deteccion

Este método es menos estable a comparacion del uso de DPHH, el revelado se muestra en un
fondo color verde y los compuestos antioxidantes se observan como manchas incoloras o

rosadas (Dewanjee et al., 2015).

1.10 Actividad antimicrobiana en aceites esenciales

La medicina convencional dio un giro trascendental tras el descubrimiento de los antibidticos,
sin embargo con el pasar de los afios se ha originado un nuevo problema: la resistencia de los
microorganismos a los antibioticos (Bermudez, Granados & Molina, 2019) a pesar de los
estudios para combatir esta situacion los sistemas de salud humano y veterinario se encuentran
en alerta, pues las opciones de tratamiento frente a mdltiples infecciones se ve limitada, la
busqueda de nuevas alternativas a llevado al estudio de remedios ancestrales basados en plantas

(Boire, Riedel & Parrish, 2013).

En el Ecuador el empleo de especies vegetales medicinales para el tratamiento de diferentes

patologias forma parte de la cultura tradicional, Ecuador es un pais megadiverso donde solo el

18



26 % de su diversidad vegetal ha sido estudiado como potencial terapéutico en el tratamiento
de enfermedades causadas por hongos, virus, bacterias y parasitos (Araujo,Vimos, Cruz &
Falconi, 2019). El primer registro del uso de aceites esenciales a 4 500 a.C. en Egipto, los
egipcios empleaban los aceites para tratar infecciones e inflamaciones (Boire et al., 2013). Las
plantas tienen la capacidad de producir un sin nimero de metabolitos secundarios, se estima
que existe mas de 3000 aceites esenciales que cumplen funciones protectoras, biocidas,

antimicrobianas y repelentes (Bermudez et al., 2019).

La combinacion de diferentes compuestos quimicos que conforman a los aceites esenciales
determinan su actividad antimicrobiana, la cual puede ser por interaccion o abstencion de estos
compuestos con los diana de la unidad celular (Bermudez et al., 2019) también existen aceites
esenciales cuyos efectos antimicrobianos no son especificos, por ejemplo su propiedad
hidrofobica aumenta la permeabilidad celular y permite su ingreso a la célula degradando la
bicapa lipidica, a consecuencia la célula pierde contenido intracelular, genera cambios de pH,
reduce de concentracion de ATP y finalmente muere (Perricone, Arace, Corbo, Sinigaglia &

Bevilacqua, 2015).

1.11 Meétodos de valoracion de la actividad antimicrobiana

Existen diferentes métodos para evaluar la susceptibilidad de bacterias frente a los aceites
esenciales, cada método se diferencia por su sensibilidad y especificidad (Ramirez & Marin,
2009) por lo que los resultados obtenidos se ven influenciados por el método seleccionado,
método de extraccion de aceite empleado, volumen del indculo, fase fisiologica del

microorganismo, entre otros (Perricone et al., 2015).
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Estos métodos se clasifican en: métodos de dilucion, métodos auxograficos y métodos de
difusion. Para valorar la calidad en aceites esenciales se realizan analisis de cuantificacion e
identificaciébn microbiana como: concentraciébn minima bactericida (MBC), concentracion
bacteriostatica y concentracion minima inhibitoria (MIC) (Argote, Suarez, Tobar, Perez,
Hurtado & Delgado, 2017). El valor del MIC es cantidad minima de agente antimicrobiano
(ng/mL), el cual transcurrido las 24 horas de incubacion inhabilita el desarrollo de un

microorganismo (Horna,Silva, Vicente & Tamariz, 2012) (Suarez, 2015).

1.11.1 Métodos de difusion
Esta metodologia se fundamenta en la determinacion cualitativa del efecto generado por un

conjunto de sustancias sobre las cepas bacterianas ensayadas (Ramirez & Marin, 2009).

Difusion en agar

Esta técnica permite valorar la sensibilidad de los microorganismos bacterianos frente a la
exposicion de los antibidticos, especialmente es empleada en microorganismos de crecimiento
rapido o de requerimientos nutricionales especiales como los microorganismos aerobios
(Herrera, 2000). Para llevar a cabo este procedimiento se inocula el microorganismo en placas
de agar, luego se afiaden en la superficie del agar discos de papel filtro impregnados con el
antibidtico, el antimicrobiano se esparce en el agar de manera que inhibe el crecimiento
bacteriano (Balouiri, Sadiki & Ibnsouda, 2016). En estas pruebas se observa la presencia o
ausencia de zonas de inhibicion, interpretando los resultados como sensible, intermedio o
resistente, a pesar de ser una prueba econdémica y simple, no es un procedimiento apropiado

para establecer el valor del MIC.
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1.11.2 Métodos de dilucion

La metodologia que emplea la dilucion en caldo o en agar es de caracter cuantitativo, por lo que
se emplea de forma dual para calcular el valor de la concentracion minima inhibitoria y de la
concentracion minima bactericida (Ramirez & Marin, 2009), en microorganismos que tienen
una tasa de crecimiento variable o en microorganismos anaerébicos o microaerofilos (Lopez &

Gavara, n.d.).

Método de dilucion en agar

Este método es adecuado para pruebas de susceptibilidad tanto en bacterias como en hongos,
implica la incorporacion del inéculo bacteriano en diferentes concentraciones en un medio de
agar fundido, generalmente se emplean diluciones dobles en serie, ademas permite el analisis

de varios microorganismos contra un solo compuesto (Balouiri et al., 2016).

Método de dilucion en caldo o microdilucion

En este ensayo de sensibilidad se puede emplear tubos de ensayo o placas de pléstico de 96
pocillos, para este proceso se agrega un inoculo bacteriano en caldo de cultivo no selectivo y
extracto vegetal o aceite esencial a diferentes concentraciones, se incuba a condiciones
adecuadas y pasado un tiempo se observa la turbidez como indicador de crecimiento bacteriano

(Balouiri et al., 2016).

1.12 Infecciones respiratorias en humanos
La infeccidn respiratoria se considera un proceso inflamatorio complejo de las vias aéreas del

sistema respiratorio (Alvarez, Castro, Abdo, Orta, Gémez & Alvarez, 2008). El agente
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etioldgico responsable de las infecciones respiratorias son: virus, bacterias, hongos o una
combinacion de ellos (Quizphe, Uphoff, Encalada, Andrade & Francoise, 2013). Es decir que
todo microorganismo y virus cuando existe susceptibilidad ambiental y las células hospederas
lo permiten, pueden desencadenar enfermedades respiratorias, sin embargo, las infecciones mas

comunes son causadas por bacterias (Somogyi, Alfaro, Herrera & Herrera, 1998).

Las infecciones respiratorias son las que afectan de forma comun a los seres humanos. Estas
infecciones lo acompafan durante toda su vida e incluso llegan a causar su muerte (Fonseca,
Pérez, Ramirez & Hevia, 2013). Segun Coronel y colaboradores en el 2018, la infeccion
respiratoria causa el mayor numero de personas fallecidas en el mundo. Segun las estadisticas,
en el Ecuador representan la primera causa de morbilidad en adultos; con 38,3 % de personas
afectadas en la zona rural y 45,7 % de habitantes afectados en la zona urbana, ademas tiene una

alta tasa de recurrencia, presentandose entre 4 a 6 veces por afio (Gallegos, 2016).

1.12.1 Microorganismos patogenos asociados

Los microorganismos fueron los Unicos habitantes del planeta por alrededor de 3 mil millones
de afios; desde su origen han convivido con el ser humano simultaneamente. Las bacterias son
una pieza importante en nuestra naturaleza y generalmente conviven de forma armonica con el
hombre, sin embargo en ocasiones sobrevive a expensas de ellos, como agente causal de

enfermedades (Bertrand, Brochier, Gouy & Westall, 2015).

Estudios han evaluado que la neumonia se asocia con los siguientes
microorganismos: Legionella sp, Mycoplasma pneuminae, Strptococcus pyogenes, Yy

Streptococcus pneumoniae, seguido de Staphylococcus aureus, Staphylococcus pneumoniae y
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Haemophilus influenzae (Somogyi et al., 1998), ademas las enfermedades neumaonicas atipicas
se generan por: virus respiratorios, Legionella, Mycoplasma pneumoniae y Coxiella burnetti

(Sahadulla, 2018).

La faringitis es una enfermedad comun causada por agentes bacterianos o viricos como el
Estreptococo hemolitico B del grupo A (Grief, 2013), como el Streptococcus pyogenes, que es
un Estreptococo beta-hemolitico Gram positivo, es un organismo anaerobio facultativo que
suele agruparse formando colonias blancas o grises (Galeano et al., 2015). Segun Olmsted,
Zagurs, & Winter en el 2002, esta bacteria es el agente causal de un amplio espectro de
enfermedades como: la erisipela, impétigo, celulitis, e infecciones mas graves como: el

sindrome del shock téxico estreptococico y fiebre reumatica aguda.

Staphylococcus aureus es un constituyente natural de la microbiota intestinal humana, es una
bacteria Gram positiva que se caracteriza por tener una capa gruesa de peptidoglicano, ademas
es el agente etiologico de multiples patologias, entre ellas las infecciones cutaneas, infeccion

del SNC y tejidos blandos (Gil, 2000).

La laringotraqueobronquitis aguda (LTB) es una infeccion inflamatoria de la trdquea, los
bronquios, bronquiolos y la laringe, esta infeccion se genera por la presencia de virus o bacterias
como Haemophilus influenzae o Mycoplasma pneumoniae (Grief, 2013). Haemophilus
influenzae es un bacilo Gram negativo descubierto en 1892, anaerobio facultativo, habita la via
respiratoria superior, aunque también coloniza el tracto gastrointestinal y genital, una vez que

invade la zona nasofaringe puede ocasionar infecciones como meningitis, nasofaringitis,
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epiglotitis, conjuntivitis, septicemia, endocarditis, peritonitis, artritis y neumonia (Zepeda,

2002).

Klebsiella pneumoniae es una bacteria inmdvil, Gram negativa, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y se caracteriza por ser anaerobia facultativa y en ocasiones se encuentra
encapsulada, este patdgeno invade la piel y las superficies mucosas como la nasofaringe y el
tracto gastrointestinal (Echeverri & Catafio, 2010), es responsable de neumonias bacterianas y
pueden causar condensacién hemorragica ademas de infecciones del sistema urinario,
infecciones de tejidos blandos y sepsis (Gonzélez Nieves, Solérzano, Cruz, Puig, & Moreno,

2013).

1.12.2 Levaduras

Candida albicans es una levadura comensal dismdrfica, se localiza en los tegumentos de las
células mucoliticas de la cavidad oral y vaginal, ademas del tracto gastrointestinal del ser
humano, pertenece a la familia Saccharomycetaceae. Si el individuo se encuentra
inmunolégicamente comprometido puede ser susceptible a afecciones como: candidiasis,

uretritis, vaginitis, inclusive puede causar la muerte (Panizo & Reviékina, 2001).

Candida tropicalis es un hongo oportunista que forma parte de los microorganismos vivos de
la flora intestinal, sin embargo, a consecuencia de los factores de virulencia del patégeno y
susceptibilidad del hospedero puede provocar infecciones, dolores estomacales, diarrea y

alergias (Zuza, Silva & Chavez, 2017).
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1 Localizacion y Material vegetal
Las hojas de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell fueron recolectadas en Penipe cantén de la
provincia de Chimborazo- Ecuador, cuyas coordenadas geogréficas son: Latitud: -1,546590,

Longitud: -78,538987, Altitud: 2530 m.s.n.m (Mufioz et al., 2014).

El estudio se realizo en la Universidad Politécnica Salesiana, sede Quito, campus El Giron en

los Laboratorios de Ciencias de la Vida.

2.2 Obtencion del aceite esencial de las hojas de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell
mediante hidrodestilacion

Las hojas colectadas de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell fueron secadas a temperatura

ambiente durante 48 horas, a continuacion, se pesaron 50 g y trituraron para ser procesadas

inmediatamente (Anexo 2). Para la obtencion del aceite esencial por hidrodestilacion se utilizo

un equipo Clevenger en donde se colocé el material vegetal triturado en el balon de vidrio de

1000 mL con 500 mL de agua destilada, la extraccion se realizé durante 3 horas (Anexo 3)

(Ferhat, Meklati, Smadja & Chemat, 2006).

El producto destilado se recolectd y de forma posterior se afiadié 0,60 g de sulfato de sodio
anhidro para separacion del agua presente en el destilado, el aceite esencial obtenido se colocé
en viales ambar de 2 mL y se almacend en refrigeracion a 4 °C para evitar su deterioro (Canella,

2016).
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Para el calculo del porcentaje de rendimiento en el proceso de obtencion del aceite esencial se
utilizo la siguiente ecuacion, en donde se peso el aceite obtenido de cada destilacion (Noriega,

2009).

o gramos de aceite esencial obtenido
% Rendimiento = - x 100
gramos de material vegetal

2.3 Densidad del aceite esencial de las hojas de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell

El método del picndmetro a 20 °C se empled para determinar la densidad del aceite esencial,
una vez calibrado el picnémetro, se pesa el picnémetro seco, limpio y vacio, a continuacion, se
coloca 1 mL de agua destilada en el picnémetro y se procede a pesarlo, por dltimo se pesa el
picnémetro con 1 mL de aceite esencial (Anexo 4), el ensayo se realizé por triplicado utilizando
una balanza analitica, marca New Classic MP, modelo M 1204 y aplicando la siguiente

ecuacion (Torrenegra, Granados, Osorio & Ledn, 2015).

peso del picndmetro con aceite esencial — peso del picnémetro vacio

Densidad = — — ;
peso del picnometro con agua — peso del picnometro vacio

2.4 Indice de refraccion del aceite

Para determinar el indice de refraccidn del aceite esencial se empled un refractémetro marca
Atago Narit Liquid a 20 °C. Para la lectura se empled un capilar con el cual se colocé dos gotas
de aceite esencial en el prisma del refractometro. La lectura se realizo por triplicado (Ledn,

Osorio, Torrenegra, & Gonzélez, 2015).
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2.5 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas para la identificacion
de la composicion quimica

Los compuestos quimicos del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell, fueron
determinados en un equipo GC-MS, mismo que posee un cromatografo de gases con cabida
para 100 pruebas modelo EVOQ 436 GC - TQ Select El, tiene una columna apolar marca
Zebron ZB-5MS con un espesor: 0,25 mm, una longitud de 30 m, ancho de pelicula: 0,25 pm
este tiene una interconexion con un espectrofotdbmetro de masas ademas posee 2 Inyectores:
detector y detector de espectro de masas (MS). EI cromatdgrafo de gases se empled bajo las
siguientes condiciones: modo de inyeccion split 1:25 y flujo de gas helio (1 mL/min). EI horno
inicid a una temperatura de 45 °C, llegando a 100 °C cuya velocidad fue de 1 °C/min,
posteriormente se elevo a 250 °C y velocidad de 5 °C/min, esta temperatura fue constante
alrededor de 15 minutos, el andlisis se llevd acabo en 90 minutos. Las condiciones del
espectrofotdmetro de masas EVOQ 436 GC - TQ Select El fueron: voltaje: 100 - 240 V,
frecuencia de corriente alterna: 50/60 Hz, horno con una rampa de calentamiento: temperatura
méxima: 325 °C a 350 °C, control electrénico de flujo (EFC) con 3 canales con resolucion de
0,001 psi, 170 °C/min, (Noriega, Mosquera, Paredes, Parra, Zappia, Herrera, Villegas & Osorio,
2018) (Veloz, 2018). Para la identificacion quimica del aceite esencial se comparé el espectro
de masas con el tiempo de retencion utilizando como referente la base de datos EI- MS libreria

comercial NIST.

Se realizé una dilucién (1:10) de 100 pL del aceite en 1000 pL de diclorometano en un vial
ambar de 2 mL, para inyectar en el equipo GC-MS. La cuantificacion de los componentes
quimicos se realizo a través de una comparacion de los indices de Kovats (IK) obtenidos frente
a los indices tedricos del libro “Identificacion componentes de aceites esenciales por

espectrometria de masas/ trampa iénica” (Adams, 2012).
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2.6 Actividad antioxidante

2.6.1 Determinacion de actividad antioxidante por el método DPPH (2,2difenil -1-
picrilhidrazil)

La actividad antioxidante se determind mediante una solucion de DPPH al 1 x 10* molar en

alcohol al 96 % con una elaboracion previa de 24 h, la cual se envasé en un frasco &mbar y

refriger6 a 4 °C.

Una solucion al 10 % del aceite de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell se diluyé en DMSO
(dimetilsulféxido) a las siguientes concentraciones: 0/100 pL, 5/95 pL, 10/90 uL, 20/80 pL,

50/50 uL, 80/20 pL y 100/0 pL (Gibran et al., 2017).

Como controles para valorar la capacidad antioxidante se utilizd una solucion de BHA
(hidroxibutilanisol) al 0,1 % en alcohol al 96 %, a partir del cual se realizaron diluciones en las
siguientes concentraciones: 0/100 pL, 10/90 pL, 25/75 pL, 50/50 pL, 80/20 pL, y 100/0 uL.
Ademas, diluciones de Pineno en concentraciones de: 0/200 pL, 25/175 pL, 50/150 pL,

100/100 pL, 150/50 pL, 180/20 pL y 200/0 uL (Mendoza, Parra& Loza, 2014).

Se tom6 2,9 mL de la solucion de DPPH y se colocé a las diluciones del aceite esencial de
Dalea coerulea (L.f.) Schinz&Thell y BHA, mientras que para las diluciones de Pineno se

utilizé 2,8 mL, las cuales fueron puestas en agitacion por 30 minutos.

Para valorar la actividad antioxidante se emple6 un equipo espectrofotométrico UV marca

JASSCO, modelo V-730, las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 517 nm, el equipo

28



fue blanqueado con agua destilada, posteriormente se colocé las muestras en celdas de plastico

para leer sus absorbancias, se realiz6 cuatro repeticiones por ensayo (Gibran et al., 2017).

Para determinar la actividad antioxidante mediante el método de DPPH se emple0 la siguiente

formula:

L Absorbancia del blanco — absorbancia de las muestras
% Inhibicion DPPH = Absorbancia del blanco * 100

2.6.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de ABTS (2,2- azinobis

3 etilbensotiazolina-6-acidosulfonico)

La solucion ABTS fue preparada en una concentraciéon de 2 mM, colocando 27,51 mg de ABTS
en 25 mL de agua ultra pura. Inmediatamente se pes6 188,20 mg de K2S20s y se disolvi6 en 10
mL de agua ultra pura. Una vez preparada la disolucion ABTS se le aumenta 0,25 mL de la
solucion de K2S,0g y se coloca en un frasco ambar y se almacena en oscuridad a 4 °C durante

24 horas para la radicalizacion.

Transcurridas las 24 h, de la solucién de ABTS radicalizado se tom6 2 mL y se mezcla con 80
mL de etanol absoluto para obtener 0,68 a 0,72 de absorbancia, leido a una longitud de onda de

734 nm (Noriega, Guerrini, Sacchetti, Grandini, Ankuash, & Manfredin, 2019).

29



El aceite de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell se diluyé en DMSO (dimetilsulféxido) a las
siguientes concentraciones: 0/100 uL, 2/98 pL, 5/95 pL, 10/80 uL, 20/80 uL, 50/50 pL y 80/20

MLy 100 pL.

Como controles para la evaluar la actividad antioxidante se utilizd una solucion de BHA
(hidroxibutilanisol) al 0,1 % en alcohol al 96 %, a partir del cual se realizaron diluciones en las
siguientes concentraciones: 0/100 pL, 5/95 pL, 10/90 pL, 20/80 uL, 50/50 uL, 80/20 pL y
100/00 pL. Ademas, diluciones de Pineno en concentraciones de: 0/200 pL, 10/190 pL, 50/150
pL, 100/100 pL, 150/50 pL, y 200/0 pL. Se tomé 2,9 mL de la solucion de ABTS para
colocarlas en las diluciones del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell y BHA,
mientras que para las diluciones de Pineno se utiliz6 2,8 mL, y se leyo en el espectrofotometro

UV marca JASSCO, modelo V-730 a una longitud de onda de 734 nm (Mendoza et al., 2014).

La capacidad captadora de radicales libres del ABTS se midio con la siguiente formula:

L Absorbancia del blanco — absorbancia de las muestras
Ylnhibicion ABTS = Absorbancia del blanco * 100

La actividad antioxidante del aceite esencial fue valorada calculando mediante polarizacién el
valor 1Cso, que es la cantidad de antioxidante necesaria para inhibir el 50 % de las soluciones
de DPPH y ABTS respectivamente (Noriega et al., 2018). Finalmente se realizé calculos de
regresion lineal o logaritmica en curvas de inhibicion vs concentracion para el aceite esencial

de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell y cada control.
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2.7 Bioautografia de contacto

Para la identificacion de los compuestos con capacidad antioxidante se llevd a cabo la técnica
de cromatografia en capa delgada (TLC). Se utilizé6 como fase estacionaria, placas HPTLC
silica gel 60 F2s4 de 10x10 cm, la fase movil utilizada fue: una solucion de 93 mL de tolueno,
20 mL de éter de petrdleo y 7 mL de acetato de etilo y otra solucion de hexano
(Lorenzo,Frias,Villa, & Del Valle, 2006). La muestra se prepard con 30 uL de aceite esencial
de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell y 970 puL de metanol la cual atomizada en la placa de
silice con las siguientes especificaciones: ancho de la banda, distancia entre bandas, volumen
30 pL, 20 pL, 10 pL, 5 uL y 2,5 pL respectivamente, con la ayuda de un equipo aplicador para

TLC marca CAMAG, modelo LINOMAT 5.

La fase mdvil se agregd en la camara cromatografica y se tapé inmediatamente para que no se
escaparan vapores y también para que la camara alcance la saturacién necesaria,
posteriormente, se colocé la placa de silice en la cAmara cromatografica previamente saturada
y se empez0 a dejar correr la fase movil en la fase estacionaria. Esto se dej6 durante 30 minutos,
momento en el cual la fase movil estaba a un centimetro de finalizar la corrida dentro de la

placa cromatografica (Medina & Lozano, 2016).

A continuacion, se dejo secar la placa en una cdmara de flujo laminar durante 20 minutos y se
verifico la separacion de sustancias utilizando una camara de UV, el cual permitio determinar

distancias recorridas por el compuesto y el solvente para la calcular el Factor de retencion (RF).

Mediante la siguiente formula:
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_ Distancia recorrida por la muestra desde el punto de siembra (cm)

Distancia recorrida por el solvente(cm)

Para el revelado se utilizo DPPH al 0,5 % en alcohol al 96 % y ABTS, para lo cual se atomizé

por toda la placa y se dejo reposar durante 10 minutos (Medina & Lozano, 2016).

2.7.1 Identificacion de compuestos con capacidad antioxidante.

Una vez identificada la distancia recorrida por los compuestos con capacidad captadora de
radicales libres, se realizé un raspado de la placa de silice en la zona en donde se encuentran
dichos compuestos, cada uno de los cuales se depositaron en tubos Eppendorf con 2 mL de
Diclorometano, con la ayuda de un vértex se mezclo la solucién por 1 minuto y se centrifugo
durante 10 minutos, se recogio el sobrenadante, se filtré y colocd en viales ambar de 2 mL
debidamente etiquetados y utilizd cromatografia de gases acoplada a masas GC-MS marca
Bruker, modelo EVOQ 436 GC - TQ Select El en las siguientes condiciones: voltaje: 100 - 240
V, frecuencia de corriente alterna: 50/60 Hz, horno con una rampa de calentamiento: 170 °C/
min, con 2 Inyectores: detector y detector de espectro de masas (MS), control electronico de
flujo (EFC) con 3 canales con resolucion de 0,001 psi, capacidad para 100 ensayos, columna
apolar marca Zebron ZB-5MS con una longitud de 30 m, espesor: 0,25 mm, ancho de pelicula:
0,25 um, temperatura maxima: 325 °C a 350 °C para la identificacion de componentes (Noriega
et al., 2018).Las condiciones del cromatografo de gases fueron: flujo de gas helio (1 mL/min),
modo de inyeccion split 1:25. La temperatura inicial del horno 45 °C, llegando a 100 °C con
una velocidad de 1 °C /min, después fue elevada a 250 °C con una velocidad de 5 °C/min, esta
temperatura fue constante por 15 minutos, el analisis se llevo a cabo durante 90 minutos (Veloz,

2018).
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2.8 Determinacion de la Actividad Antimicrobiana

Se identifico la actividad antimicrobiana empleando el método de dilucién o micro dilucion en
caldo descrito por Matiz et al., 2015, para ello se empled dos bacterias Gram positivas:
Streptococcus pyogenes ATTC 19615 y Staphylococcus aureus ATTC 6328, dos bacterias
Gram negativas: Haemophilus influenzae ATTC 10211, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
y dos levaduras: Candida tropicalis ATCC y Candida albicans ATTC 10231 1380. Los
controles positivos empleados en el ensayo fueron soluciones de Terpineol y antibidticos en

DMSO (dimetilsulféxido) al 10 % y el control negativo fue DMSO (dimetilsulféxido).

2.8.1 Reactivacion de cepas American Type Culture Collection (ATCC)

Para la reactivacion de cepas de bacterias y hongos se efectud una hidratacion y siembra en

cajas Petri (Anexo 5), manejando la técnica de estriado simple y considerando los

requerimientos de cada microorganismo, como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2.

Requerimientos de reactivacion de cepas

Cepa ATTC Medio Temperatura
S. pyogenes 19615  Agar Sangre de Cordero 35°C
S. aureus 6328 Agar Miller-Hinton 35°C
H. influenzae 10211  Agar Miller-Hinton 35°C
K. pneumoniae 10031  Agar Miller-Hinton 35°C
C. albicans 10231  TSA (triptycase soy agar) 25 °C
C. tropicalis 13803  TSA (triptycase soy agar) 25°C

Fuente: (Disk, 2006).
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2.8.2 Preparacion de controles

Los controles positivos de actividad antimicrobiana fueron: Terpineol como control natural;
para bacterias Gram negativas se empled gentamicina, un antibidtico de 20 mg/2 mL, para
bacterias Gram positivas: eritromicina con concentracion de 500 mg, y para Levaduras:
clotrimazol en concentracion de 500 mg; estos controles se utilizaron al 10 % en DMSO
(dimetilsulféxido). Como control negativo se emple6 DMSO (dimetilsulféxido) estas

soluciones fueron filtrados para garantizar su homogeneidad (Matiz et al., 2015).

2.8.3 Preparacion de las concentraciones del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.)
Schinz&Thell.
El aceite esencial obtenido a partir de las hojas de la especie se diluyé en DMSO

(dimetilsulféxido) al 5 %, (5 uL de aceite esencial en 95 pL de DMSO).

2.9 Meétodo de dilucion o micro-dilucion en caldo

2.9.1 Preparacion del inéculo bacteriano y fangico

Con las colonias aisladas de las placas previamente activadas se prepar6 un indculo. Con un asa
de siembra microbioldgica se embutid las colonias aisladas en tubos de ensayo que contienen 5
mL de caldo de cultivo (Lucena, Escalante, Gonzélez, Rojas Cordero, Ustariz, Carmona &
Torres, 2019). En un tubo de ensayo con 5 mL de caldo dextrosa Sabouraud para levaduras y
Mueller Hinton para bacterias y dejé incubar durante 24 horas a 35 °C 0 a 25 °C

respectivamente.

Luego de las 24 horas el indculo se centrifug6 a 3000 rpm en un equipo Hermle Z400 durante

30 minutos, luego se elimind el sobrenadante y se conserva la bacteria y levadura suspendida,
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a esto se afiadié 5 mL de disolucion fisioldgica estéril al 0,9 % y se coloca en el vértex por 3

min hasta lograr una turbidez establecida por la escala McFarland 0,5.

Para estandarizar el indculo se empled un el equipo espectrofotometro UV marca JASSCO,
modelo V-730. Para bacterias la absorbancia oscil6 entre 0,08 a 0,12 equivalente a 108 UFC/mL
leidos a una longitud de onda de 625 nm, para levaduras la absorbancia fue de 0,15 equivalente
a 10% UFC/mL la lectura se realizé a una longitud de onda de 530 nm (Sanchez, Castillo &

Garcia, 2016).

2.9.2 Elaboracion del medio de cultivo

En 300 mL de agua destilada se agreg6 6,6 g de caldo Muller Hilton para bacterias, para
levaduras se coloco 0,15 g del caldo dextrosa Sabouraud en 50 mL de agua destilada, para
utilizarse en el método de dilucion o micro-dilucion el medio de cultivd fue esterilizado

(Sanchez et al., 2016).

2.9.3 Inoculacion en placas

Se emplearon microplacas estériles de 96 pocillos, se puso 15 L de las disoluciones al 5 % del
aceite esencial en la columna 1, 2y 3 de la fila A, en la columna 4 se colocé 15 pL Terpineol
y en la columna 5, 15 pL del antibiético seleccionado para cada microorganismo, a
continuacién, utilizando una micropipeta multicanal se afiadié 185 pL de medio de cultivo en
los pocillos sobrantes se puso 100 L del caldo de cultivo de la fila B a la fila H. Se tomé 100
pL de la fila A'y se colocé en la fila B homogenizando el medio de cultivo y la sustancia inicial
por 50 veces con ayuda de la micropipeta se repitio continuadamente hasta llegar a la fila H, se

tomo 100 pL de la mezcla homogénea y se desecho, por ultimo se afiadié 60 pL del in6culo
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para obtener un volumen final de 200 uL, en la columna 7 se colocd dimetilsulféxido mas
medio de cultivo como control negativo de crecimiento bacteriano y en la columna 8 un control
de crecimiento bacteriano en donde se afiadio6 DMSO mas medio de cultivo mas el inoculo de

microorganismo respectivo (Anexo 6) (Sanchez et al., 2016) (Veloz, 2018).

Para impedir la evaporacion del medio de cultivo, las placas de microdilucion se sellaron con
plastico adhesivo luego fueron incubadas, a una temperatura de 35 £ 2 °C durante 24 horas para
bacterias y a una temperatura de 25 £+ 2 °C para levaduras. La incubadora rotatoria marca
TECNAL, modelo TE-420 y agitacion de 40 rpm se emple6 para bacterias y mientras que para
las levaduras se utilizé se utilizé una incubadora marca MEMMERT sin agitacion, durante 48

horas (Disk, 2006).

2.9.4 Elaboracion del colorante de cloruro de trifeniltetrazolio (TTC)

El colorante de cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) fue preparado 24 horas antes de adicionarse
al ensayo, para lo cual se peso en la balanza analitica 0,1 g del reactivo y fue diluido en 10 mL
de agua destilada previamente esterilizada, la solucion se mantuvo en refrigeracion, debido a la

reaccion que la luz o el calor pudieran ocasionar.

Concluido el tiempo de incubacién de las microplacas, se afiadié 40 uL del colorante en cada
pocillo y se incub6 por 30 minutos segun los requerimientos de los microorganismos, las

bacterias fueron incubadas con agitacion (Can Baser & Buchbauer, 2015).
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2.9.5 Valoracion de las placas
La lectura de las absorbancias de las microplacas se realiz6 en el equipo Microplate Reader a

una longitud de onda de 405 nm.

2.9.6 Analisis de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)
El MIC fue valorado mediante la técnica de micro dilucion en placa la cual ayuda a determinar
la inhibicidn bacteriana del aceite esencial al 5 %, frente al control sintético y control natural,

los valores obtenidos son expresados en pug/mL.

Can, Baser & Buchbauer en el 2015, interpretan los valores obtenidos en unidades de pg/mL
evaluando las filas de los pocillos una vez agregado el colorante de cloruro de trifeniltetrazolio
(TTC) bajo las cuantificaciones que se observan en la Tabla 3, con una modificacion debido a

que el aceite en estudio presenta parametros menores de 500 ug/mL, que es el valor establecido.

Tabla 3.

Valores de la concentracion minima inhibitoria en pg/mL

MIC Cadigo ng/mL
Muy Fuerte MF MIC < 500
Fuerte F MIC > 500
Moderada M 500 > MIC < 5000
Débil D 5000 > MIC < 20000
Ausente A MIC > 20000

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Para conocer la concentracion de cada pocillo, una vez determinada la concentracion de la
comuna A se divide a la mitad continuamente haciendo uso del método de microdilucién en

caldo.

Con la absorbancia obtenida se determiné el porcentaje de inhibicion empleando la siguiente

formula:

% Inhibicion — absorbancia del medio y bacteria — absorbancia de la muestra % 100
ofnfubtcion = absorbancia del medio y bacteria

2.9.7 Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron examinados en el software estadistico Infostat ademas se
realiz6 un diagrama de perfil multivariado y un grafico de sectores, para el estudios de la
actividad de captacion de radicales libres se empled una prueba de valores independientes U

Mann Whitney con un nivel de significancia de 0,05.
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Capitulo 3

Resultados y Discusién

3.1 Rendimiento de la Extraccion de aceite esencial por hidrodestilacion
El rendimiento del aceite esencial obtenido a partir de 50 g de material vegetal seco de Dalea

coerulea (L. f.) Schinz & Thell en 500 mL de agua destilada fue de 0,722 % + 0,097.

El rendimiento obtenido del aceite esencial de Dalea coerulea (L. f.) Schinz & Thell se
considera como bajo, tomando en cuenta que el promedio general de rendimiento de aceites

esenciales oscila entre el 1y 3 % (Mufioz, Stashenko & Reyes, 2007).

3.2 Determinacion de parametros fisicos del aceite esencial de Dalea coerulea (L. f.)
Schinz & Thell

Generalmente los aceites esenciales refractan la luz monocromatica, por lo que el indice de

refraccion es una caracteristica de los aceites que ayuda al control de su pureza, su densidad es

normalmente menor que la del agua, con algunas excepciones (Bandoni, 2003), en la tabla 4,

se detalla los parametros fisicos del aceite esencial de Dalea coerulea (L. f.) Schinz & Thell,

su densidad es menor que 1 g/mL por lo que cumple con lo establecido para aceites esenciales.

Tabla 4.

Parametros fisicos del aceite esencial de Dalea coerulea (L. f.) Schinz & Thell

Indice de refraccion 1.285+0.005
Densidad 0.676 g/mL £0.002
Elaborado por: Las autoras, 2020
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3.3 Composicion quimica del aceite por cromatografia de gases acoplada a masas

En el estudio de Composicién Quimica del aceite esencial de Dalea coerulea (L. f.) Shinz &
Thell se identificaron 40 compuestos. Las moléculas principales encontradas fueron a- tujeno
(16,69 %), a-pineno (25,34 %), B-pineno (8,11 %), mirceno (4,43 %), cimeno<para> (4,28 %),
D-limoneno (4,04 %), pB-felandreno (4,44 %), (z)-B-ocimeno (4,39 %), y-terpineno(2,32 %),
(E)-cariofileno (4,28 %), a-copaeno (2,07 %), a-farneseno (2,10 %) y &-amorfeno (2,46 %)

(Observar Tabla 5).

Tabla 5.

Composicién quimica del aceite esencial de Dalea coerulea (L. f.) Schinz & Thell.

Compuesto IK IK RDA%
Tedrico Experimental
a-tujeno 924 921 16,69+0,35
a- pineno 932 936 25,34+0,25
canfeno 954 943 0,69+0,03
sabineno 975 972 0,93+0,02
B - pineno 979 976 8,11+0,40
mirceno 990 988 4,43+0,04
a- felandreno 1002 1006 1,32+0,01
No identificado - 1015 0,83+0,06
Cimeno<para> 1024 1023 4,28+0,22
D-limoneno 1029 1026 4,04+0,21
p-felandreno 1029 1028 4,44+0,22
(2)-beta-Ocimeno 1032 1016 4,39+0,22
y-terpineno 1059 1054 2,32+0,06
No identificado - 1065 0,27+0,01
No identificado - 1150 0,40+0,02
terpinen 4-ol 1174 1190 0,62+0,03
a-terpineol 1186 1180 0,29+0,01
a-cubebeno 1351 1352 0,57+0,02
a-Copaeno 1376 1377 2,07%0,05
No identificado - 1380 0,29+0,01
(E)-cariofileno 1417 1415 4,28+0,22
Aromadendreno 1441 1442 1,06+0,05
Prezizaeno 1444 1450 0,29+£0,01
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a-humuleno 1452 1462 0,22+0,01
y-muroleno 1479 1477 0,82+0,04
a- muroleno 1500 1501 0,26+0,01
viridiflorol 1496 1485 0,34+0,01
a-farneseno - 1500 2,10+0,01
(E,E)-a-farneseno 1505 1508 0,89+0,04
a- muroleno 1500 1515 0,39+0,01
No identificado - 1524 0,97+0,05
delta-amorfeno 1511 1539 2,46x0,12
No identificado - 1593 0,74+0,04
Oxido de cariofileno 1583 1584 0,51+0,03
Aromandendreno 1441 1450 0,66+0,03
Alo-aromadendrenoepoxide 1460 1457 0,37+0,05
cis-muurola-3,5-dieno 1450 1447 0,37+0,01
Copaeno - 1505 0,34+0,01
No identificado - 1508 0,31+0,00
Cubebol 1514 1512 0,30+0,01
Porcentaje identificado 96,19

Porcentaje no identificado 3,81

Elaborado por: Las autoras, 2020

En estudios anteriores de composicion quimica del aceite esencial de Dalea strobilacea Barney

se encontraron a a-Pineno, B-pineno, mirceno, a-felandreno, - felandreno y cadineno como

componentes mayoritarios (Lucero et al., 2005). Numerosos estudios indican composiciones

similares en especies como Dalea formosa Torr y Dalea carthagenensis, donde el B-pineno y

a-pineno son los constituyentes méas abundantes (Mufioz et al., 2019) (Villaet al., 2017).

En el aceite esencial de Dalea foliolosa, Benites y colaboradores, en el 2016, encontraron que

el Linalool y Geranial son los componentes principales mientras que el B-pineno y a-felandreno

son sus componentes minoritarios (Villa et al., 2017). El aceite esencial de Dalea pazensis

Rusby esta constituido mayoritariamente por B-cariofileno y 6xido de cariofileno (Santi et al.,

2017).



3.4 Comparacion de la capacidad captadora de radicales libres del aceite esencial
mediante el método del DPPH y ABTS

Los valores del ICso se obtuvieron interpolando datos al 50 % de la inhibicion a partir de la

ecuacion de regresion lineal o logaritmica de los datos obtenidos de las curvas de inhibicién

(Anexo 7). Los ICso representan la concentracion de antioxidante capaz de reducir el 50 % de

DPPH y ABTS. Los ICso obtenidos de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell, fueron evaluados

frente al control positivo Hidroxibutilanisol (BHA) y al referente natural Thymus_vulgaris

(Observar tabla 6 y figura 1).

Tabla 6.

Comparacion de los valores del 1Cso obtenidos mediante el. Método del DPPHy ABTS

ICs0o DPPH ICs0 ABTS

(mg/mL) (mg/mL)
Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell 0,065 + 0,001 0,011 + 0,001
Hidroxibutilanisol (BHA) 0,005 +0,0008 0,001 + 0,0002
Thymus vulgaris 0,050 + 0,001 0,008 + 0,002

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Comparacion de los valores del IC50 con DPPH y ABTS

Thymus vulgaris

Actividad_Antioxadante|

Hidroxibutilanisol (BHA) I icsopePH
B csoseTS

Dralea coerulea (L) Schinz & Thell

0.00 0.02 0.04 0.06
IC50 {mg/mL)

Figura 1. Comparacion de los valores del I1Csp del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz &
Thell, frente a Hidroxibutilanisol y Thymus vulgaris.

Elaborado por: Las autoras, 2020

Cuando existe una alta concentracion del aceite esencial el porcentaje de inhibicion aumenta,
estableciendo una relacién directamente proporcional entre concentracion y porcentaje de
inhibicion de los aceites esenciales, por otro lado, la capacidad de captar radicales libres es
mayor, cuando el valor del 1Cso es menor, es decir existe una relacion inversamente
proporcional, en la tabla 6 y en la figura 1 se observa que Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell
presenta una capacidad menor de captar radicales disponibles en comparacion con el referente
natural Thymus vulgaris. Para evidenciar si existe diferencia significativa entre la actividad
antioxidante del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell y el aceite esencial de
Thymus vulgaris, se realizd una prueba estadistica para muestras independientes U de Mann-
Whitney, el p valor obtenido es mayor a 0,05 es decir que la hipétesis planteada se acepta

demostrando que la diferencia significativa entre el valor del 1Cso obtenidos del método DPPH
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y ABTS (Anexo 11) para los aceites analizados es nula, es decir que la actividad antioxidante

es similar en ambos aceites.

3.5 Ensayo bioautografico antirradical HPTLC con DPPH y ABTS
Los resultados revelaron una alta actividad antioxidante del aceite esencial de Dalea coerulea
(L.f.) Schinz & Thell, correspondiente a la fraccion con Rf= 0,5125 y Rf= 0,5875 donde

encontramos copaeno y cubebol respectivamente.

El cubebol y el copaeno son sesquiterpenos de 15 atomos de carbono derivados
biosintéticamente de farnesilpirofosfato (FPP) (Martinez, 2003); segun, Abuashwashi en su
estudio realizado en el 2018, los terpenos actian como antioxidantes debido a sus radicales

hidroxilo (HO)* que toman radicales disponibles responsables de la oxidacion (Gutiérrez, 2002)

Ensayo bioautografico DPPH y ABTS aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.)
Schinz & Thell

Figura 2. 30uL, 2: 20 pL, 3:10 uL, 4:5 uL y 5:2,5 pL de la solucion de aceite esencial de Dalea coerulea
(L.f.) Schinz & Thell y metanol. Fase mavil: acetato de etilo, tolueno y éter de petrdleo.

Elaborado por: Las autoras, 2020.




Ensayo bioautografico de DPPH y ABTS aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.)
Schinz & Thell

Figura 3. Ensayo bioautogréfico de DPPH y ABTS del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz &
Thell. fase movil: hexano.

Elaborado por: Las autoras, 2020

3.6 Método de dilucidn o micro-dilucién en caldo para determinar la actividad

antimicrobiana

La concentracién minima inhibitoria expresada en pg/mL, se determind por la técnica de micro
dilucion, misma que permite la determinacion de concentraciones del aceite esencial de Dalea
coerulea, gque inhiben el crecimiento de los microrganismos y fueron comparadas con dos
controles. Segun Mahon Lehman, & Manuselis, (2015), el revelado de la concentracion minima

inhibitoria se efecta con empleo de colorantes como TTC.

En la Tabla 7 se observan las diferentes concentraciones minimas inhibitorias junto con su

respectivo porcentaje de inhibicion obtenidos frente a los microorganismos de estudio, ademas
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se detalla el codigo planteado por Can Baser & Buchbauer en el 2015 empleados para

categorizar el nivel de actividad antimicrobiana del aceite esencial de D. coerulea

Tabla 7.

Porcentaje de inhibicion y MIC del aceite esencial de D. coerulea y controles para los
microorganismos de estudio

Aceite esencial D. C1l C2
Microorganismo coerulea
g MIC %  Codigo MIC % Cadigo MIC %  Cddigo
(ug/mL) Inh (ng/mL) Inh (ng/mL) Inh

S. aureus 316,969 45,34 MF 218,906 38,58 MF 14,648 60,81 MF
S. pyogenes 316,969 45,37 MF 109,453 58,32 MF 14,648 50,00 MF
H. influenzae 239.665 40,00 MF 267,342 40,00 MF 14,648 61,15 MF
K. Pneumoniae 64,138 40,10 MF 166,791 40,01 MF 14,648 44,29 MF
C. albicans 262,719 40,00 MF 317,136 40,00 MF 14,648 56,07 MF
C. tropicalis 316,969 42,16 MF 218,906 39,18 MF 58,594 44,05 MF

Nota: Codigo de inhibicion; (MF) Muy fuerte; (C1) Control Natural; (C2) Control sintético.

Elaborado por: Las autoras, 2020

Como se puede observar en la tabla 7. El aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz &

Thell, en general presenta una inhibicion microbiana categorizada como muy fuerte (MF),

debido a que, considerando la concentracion minima inhibitoria en todos los casos es inferior a

500 pg/mL, en un rango aproximado de 260 a 320 pg/mL para la mayoria de los

microorganismos excepto para K. pneumoniae, en donde la concentracion necesaria es de

64,138 ug/mL. Con todos los microorganismos evaluados el porcentaje de inhibicion supera el

40 % lo que corrobora con la alta capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Dalea

coerulea (L.f.) Schinz & Thell.
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En la figura 4, se representa la comparacion de las concentraciones minimas inhibitorias del

aceite esencial de D. coerulea y los dos controles empleados frente a cada microorganismo.

Concentracion minima inhibitoria
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Figura 4. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell
Elaborado por: Las autoras, 2020

La alta inhibicion presentada del aceite esencial de D. coerulea frente a los diferentes
microorganismos concuerdan con la investigacion realizada por Villa, Pacheco, Rubio, Zarate,
Lozoya & Cruz (2017) en Dalea foliosa, en donde se sefiala un MIC de 85 ug/mL por lo que se
concluye que se puede contemplar el posible uso del aceite esencial para el control bioldgico

de las variedades bacterias con Pseudomonas syringae.
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Como control natural, se utilizd Terpineol al 5 % el cual reflejo una gran activada
antimicrobiana, con una MIC no mayor a 320 pg/mL y porcentajes de inhibicion alrededor del
40% para todos los microorganismos, siendo S. aureus la bacteria que presenta mayor
resistencia ante este. EI Terpinen-4-ol, es utilizado como control debido a su elevada capacidad
inhibitoria como lo menciona Ossa-Tabares, Lanos & Garcia, (2020) en donde indica que el

compuesto que favorece la actividad antimicrobiana.

Los controles sintéticos empleados para bacterias Gram negativas: ampolla de gentamicina (20
mg/2 mL), bacterias Gram positivas: eritromicina (500 mg) y para Levaduras: clotrimazol (500
mg) demuestran ser altamente efectivos, como se observa en la tabla 15 la MIC obtenida resulta
ser a concentracion de 14,67 ug/mL, con excepcion de C. tropicalis en donde se obtuvo una
MIC de 58,59 ug/mL, que, si bien es una concentracion mayor a la de las otras MIC resultantes,
su codigo de clasificacion es muy efectiva (MF). Es importante mencionar que 14,67 ug/mL de
control sintético es la dosis minima utilizada en el estudio, sin embargo, el porcentaje de

inhibicidn es elevado.

Un estudio realizado por Condor & Portero (2014), en donde se analizé la capacidad
expectorante de D. coerulea, menciona la presencia de aceite esencial en la especie, ademas
indica que sus componentes son eficientes para utilizalos en infecciones del aparato
respiratorio, los cuales se ven ocasionados por bacterias, virus u hongos (Alois & Wagner,

2010)
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Conclusiones

En el aceite esencial obtenido de las hojas de Dalea coerulea (L. f.) Shinz & Thell, los
compuestos que se encontraron mayoritariamente son, B-pineno, felandreno y a-pineno, los
cuales son prominente en el género Dalea. Los pinenos son moléculas conocidas como
antibacterianos en enfermedades respiratorias y también se les atribuye propiedades
expectorantes, lo que confirmaria su empleo tradicional para el tratamiento de enfermedades

respiratorias.

Se concluye que existe actividad antioxidante, en donde estadisticamente que no existe
diferencia significativa frente al aceite esencial del referente natural Thymus vulgaris. La
capacidad antioxidante presentada corresponde, segun lo indica el ensayo bioautografico
antirradical al copaeno y cubebol, moléculas con alta capacidad de captacion de radicales libres

y a compuestos presentes mayoritariamente.

La capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell
presenta una inhibicion de los diferentes microorganismos analizados, esto se complementa con
los estudios realizados en las flores de esta especie por De la Cruz, Ulloa & Noriega en el 2020,
la investigacion fue realizada en la Universidad Politécnica Salesiana, evidenciando la

capacidad de la especie de ser empleadas en enfermedades del sistema respiratorio.
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Recomendaciones

Promover el uso abundante material vegetal previo a la extraccion del aceite esencial, para

obtener suficiente muestra de estudio y asi no interrumpir el desarrollo de la investigacion.

Ejecutar de forma meticulosa la destilacion por arrastre de vapor para la obtencion del aceite
esencial de Dalea coerulea (L. f.) Shinz & Thell, controlando tiempo y temperatura, con la
finalidad de no afectar propiedades del mismo que se pueden ver modificadas con la

temperatura u otros factores.

Valorar las sustancias con potencial antioxidante mediante metodologias distintas, con el

proposito de destacar una sustancia antioxidante de manera efectiva.
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ANEexXos

Anexo 1. Estructura botanica de Dalea coerulea (L.f.) Schinz&Thell

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Anexo 2. Secado y pesado del material vegetal del de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell.

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Anexo 3. Obtencidn del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz&Thell

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Anexo 4. Medicion de la densidad del aceite esencial de Dalea coerulea (L.f.) Schinz&Thell

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Anexo 5. Activacion de cepas bacterianas y de levaduras

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Anexo 6. Aplicacion del método de microdilucién en caldo

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Anexo 7.Curvas de actividad antioxidante-Absorbancia vs Concentracion-DPPH.

Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell
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Thymus vulgaris
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Anexo 8. Curvas de actividad antioxidante- % Inhibicion vs Concentracién.DPPH

Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell.
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Hidroxibutilanisol (BHA)
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Anexo 9. Curvas de actividad antioxidante método ABTS. Absorbancia vs Concentracion.

Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell
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Thymus vulgaris
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Anexo 10. Curvas de actividad antioxidante método ABTS. % Inhibicidn vs Concentracion.

Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell
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Thymus vulgaris
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Anexo 11. Prueba para los métodos DPPH y ABTS.

Prueba no paramétrica de Tukey para el método DPPH

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
ICS0 DPPH (mg/mL) & 0,06 0,01 0,74 0,0230

Prueba de Wilcoxon para mumestras independientes

Calculo exacto de probabilidadss

Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n{l) n{2) Media(l) Media(2) DE(l) DE({2) W pl2 colas
Muestra IC50 DPPH (mg/ml) Dalea cosrulea (L.f.) Schi.. Thymus vulgaris 3 3 0,07 0,05 1,0E-03 1,0E-03 15,00 0,1000
Elaborado por: Las autoras, 2020
Prueba no paramétrica de Tukey para el método ABTS
Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

IC50 ABTS (mg/mL) & 0,01 2,2E-03 0,94 0,6852
Prueba de Wilcoxon para muestras independientes
Cilculo esxacto de probabilidadss
Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n{l) n(2) Media(l) Media(2) DE(l) [DE(2) W pl2 colas
Muestra IC50 ABTS (mg/mL) Dalea coerulea (L.f.) Schi.. Thymus vulgaris 3 3 0,01 0,01 1,0E-03 2,0E-03 14,50 0,2000

Elaborado por: Las autoras, 2020
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Anexo 12. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de las bacterias y levaduras para cada
aceite esencial por el método de dilucion o micro-dilucién en caldo.

Bacterias Gram Positivas

Staphylococcusaureus
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Bacterias Gram Negativas

Haemophilus influenzae

R S R P
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Levaduras

Candida albicans

Candida tropicalis
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