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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABREVIATURAS

CAS: Identificacion numérica para compuestos quimicos.
Col: Colaboracion

CV: Coeficiente de variacion

BHA: Butilhidroxianisol

BHT: Butilhidroxitolueno

DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil

ERO: Especies reactivas del oxigeno

GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de masas
HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia

PAMC: Plantas aromaticas medicinales aromaticas

pH: Potencial de hidrogeno

RL: Radical libre

ROS: Formas reactivas del oxigeno

TROLOX: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetramethylchroman-2-carboxilico
UV-Vis: Espectroscopia ultravioleta-visible.

% v/m: porcentaje volumen sobre masa.

% m/m: porcentaje masa sobre masa.

S. aureus: Staphylococcus aureus

S. enterica: Salmonella enterica

E. coli: Escherichia coli

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa

°C: Grados centigrados

pM: Micromolar

pL: Microlitro

DMSO: Dimetilsulféxido

ACRONIMOS

ADEL Sonsonate: Asociaciéon Agencia para el Desarrollo Economico Local del Departemento de
Sonsonate

ANADES: Asociacion Nuevo Amanecer El Salvador

CENSALUD: Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud

FQF: Facultad de Quimica y Farmacia

LIPN: Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales

MUHNES: Museo de Historia Natural de El Salvador

UES: Universidad de El Salvador
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INTRODUCCION

La presente investigacion forma parte del proyecto “Seguridad alimentaria sostenible en el
Occidente de El Salvador: agroecologia, empoderamiento, participacion e innovacion” CSO-
LA/2020/421-767, en colaboracidon con el consorcio integrado por Agencia de desarrollo Econdmico
Local de Sonsonate (ADEL-Sonsonate), Asociacion El Bélsamo, Asociaciéon Nuevo Amanecer El
Salvador (ANADES), Universidad de El Salvador (UES), Universidad de Milano Bicocca, Italia
(UNIMIB) y Movimiento Africa '70 (MA70), y la cual esta siendo financiada por la Unién Europea.

En el primer afio de este proyecto, se inici6 la determinacion del contenido de polifenoles y la
actividad antioxidante de la pulpa de café fresco (Coffea arabica) por medio de los métodos de Folin
&Ciocalteu y DPPH, respectivamente, quedando pendiente para este segundo afio la normalizacion
final de esta técnica y las cuantificaciones antes mencionadas. Asi, en 2022, se determind el contenido
de polifenoles totales y se determind la actividad antioxidante de la pulpa de café, reportdndose un
contenido alto de capacidad antioxidante si lo comparamos con estudios de pulpa de café realizados
en la region.

Por otra parte, en ese afio 2021, se iniciaron viajes de bioprospeccion, enlistado de especies
vegetales aromadticas, extraccion de aceites esenciales (no por medio del método oficial),
determinacion de la antioxidante y actividad microbioldgica de aceites esenciales.

Todos estos datos preliminares recolectados y el mayor financiamiento para este segundo afio,
fueron fundamentales para llevar a cabo mas viajes de bioprospeccion, enlistar mas especies
aromaticas, seleccion especies aromaticas y estandarizacion tanto la extraccion como la cuantificacion
de los aceites esenciales por medio del método Clevenger (en el afio 2021 no poseiamos este aparato),
ademas de la estandarizacion y determinacion de la capacidad antioxidante y actividad microbiologica,
que se podra observar mas adelante en este documento.

Asi, este proyecto se buscan nuevas especies vegetales fuentes de aceites esenciales que se
puedan domesticar, y llevar hacia las comunidades, en ese sentido, se realizaron 8 viajes de
bioprospeccion acompanado por el curador del herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador
(MUNES) a fincas privadas y Areas Naturales del Departamento de Sonsonate y Ahuachapan, tales
como: Finca San Jorge, Canton El Balsamar, Municipio de San Julidn, Sonsonate; La Golondrinera,
Canton Pushtan, Municipio de Nahuizalco, Sonsonate; Laguna Verde y Laguna las Ninfas, Municipio
de Apaneca, Ahuachapan y la Finca Esperanza de San Francisco, Canton Zaptia, Municipio de Jujutla,
Ahuachapan.

De este modo, se identificaron 143 especies vegetales pertenecientes a 59 familias botanicas,
donde se observaron especies vegetales muy interesantes desde el punto de vista medicinal,
etnobotédnico, fitoquimico, alimenticio, que se detallan y en algunos casos se recomienda el
seguimiento y conservacion de las mismos.

De las especies observadas, se enlistaron 18 especies vegetales aromaticas pertenecientes a
familias botanicas, como, Lauraceae, Piperaceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Verbenaceae,
Aristolochiaceae, etc. Y se seleccionaron 5 especies aromaticas que se trabajaron en el Laboratorio de
Investigacion en Productos Naturales, las cuales fueron: Piper standleyi “Lima de Montafia”
(Piperaceae), Nectandra martinicensis “Canelén”, Ocotea veraguensis “Canela de monte”, Persea
americana “Aguacate de olor” perteneciente a la familia Lauraceae y Zanthoxylum culantrilo “Cedro-
espino” (Rutaceae). A estas especies se les determind el rendimiento de extraccion de aceites
esenciales mediante el método Clevenger, se midi6 su capacidad antioxidante y su actividad
microbiologica. Cabe destacar que en el caso de P. standleyi 'y Z. culantrilo, es la primera vez que se
lleva cabo un estudio fitoquimico y bioldgico sobre aceites esenciales, actividad antioxidante y
microbiologica. Asi, el mayor contenido de aceites esenciales lo presento P. americana, la mayor
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capacidad antioxidante para el aceite esencial de Z. culantrilo, y por el momento, una actividad
microbiologia interesante, el aceite esencial de P. standleyi, ya que esta actividad no ha concluido
todavia.

Por ultimo, se recolectaron, extrajeron y cuantificaron los aceites esenciales de las hojas de
“Limoén” (Citrus x aurantifolia, Rutaceae), hojas de “Ciprés” (Cupressus lusitanica, Cupressaceae),
hojas de Romero (Rosmarinus officinalis, Lamiaceae), hojas de “Eucalipto” (Eucalyptus citriodora,
Myrtaceae) y rizoma de “Jengibre” (Zingiber officinale, Zingiberaceae), para ser utilizadas en la
fabricacion de fitocosméticos a microescala por el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la
Facultad de Quimica y Farmacia. Ademas, se les determind su capacidad antioxidante y queda
pendiente la realizacion de la actividad microbioldgica. Asi, el mayor rendimiento de aceites esenciales
y capacidad antioxidante lo posee el aceite esencial extraido de las hojas de E. citriodora.

Este informe presenta la investigacion experimental que se llevo a cabo desde febrero hasta
noviembre de 2022 en el Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de
Quimica y Farmacia y en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de Desarrollo en Salud
(CENSALUD), ambos pertenecientes a la Universidad de El Salvador.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Objetivo general:

Llevar a cabo la investigacion sobre la extraccion de polifenoles de la pulpa de café fresco y
bioprospeccion, seleccion y extraccion de aceites esenciales de especies aromaticas del
Departamento de Sonsonate y Ahuachapan.

Objetivos especificos

Preparar el extracto acuoso de la pulpa de café fresco.

Analizar la actividad antioxidante del extracto seco de pulpa de café.

Poner a punto la extraccion de aceites esenciales mediante el aparato Clevenger.

Llevar a cabo viajes de bioprospeccion en Areas Naturales y fincas del Departamento de
Sonsonate y Ahuachapan.

Seleccionar especies aromaticas como potenciales fuentes de aceites esenciales.

Determinar el rendimiento de los aceites esenciales en las diferentes especies vegetales
aromaticas de la zona.

- Determinar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales de las diferentes especies
vegetales aromaticas.

- Determinar la actividad microbiologica de los aceites esenciales extraidos.

- Suministrar aceites esenciales para la fabricacion de fitocosméticos.
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PARTE I: EXTRACCION DE POLIFENOLES Y ANTIOXIDANTES DE LA PULPA DE
CAFE

a) Recoleccion de granos de café

- Se recolectaron aproximadamente 500 gramos de café cereza en plena maduracion de arboles
de café de una sola variedad, estos granos deben estar sanos y sin ningun dafio o enfermedad
observable (desde este momento las muestras deben mantenerse fuera del alcance de la luz).

- Las muestras se colocaron en bolsas ziploc y se introducen en una hielera para mantener las
propiedades de los granos de café en el momento de su colecta.

- Luego se transportaron al Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la Facultad
de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador (LIPN-FQF-UES).

- Los granos de café se despulpan manualmente a la oscuridad y luego se peso la cantidad
correspondiente para los posteriores analisis.

- Los granos que no se utilizaron en el momento, se guardaron en bolsas ziploc a -20°C con su
respectiva etiqueta hasta su posterior extraccion.

El viaje de recoleccion fue llevado a cabo en la Finca El Milagro (Propietario: Atilio Zepeda
Magaiia), Canton Taltapanca, Municipio de Apaneca, Departamento de Ahuachapéan (Altura: 1600
msnm) y variedad de café recolectada fue Pacamara.

b) Determinacion de humedad en Pulpa de café

- Se Estabiliz6 la termobalanza 30 minutos antes de usarla.

- Sepeso entre 0.9 a 1 g de muestra a analizar en termobalanza.

- Se abri¢ la termobalanza y se coloco la muestra dentro de esta.

- Se cerr6 e inicio el andlisis.

- Luego del analisis de la humedad perdida por la muestra se obtuvo el porcentaje de peso de
humedad perdida por la muestra.

- El andlisis se realiz6 por triplicado.

¢) Extraccion de polifenoles y antioxidantes

- Larecoleccion de los granos de café fresco se llevo a cabo en las primeras horas de la mafana
en la Finca El Milagro, Apaneca, y luego se transportd en una hielera al LIPN-FQF-UES.

- Luego se lavd y removid la pulpa de cafe.

- Se traslado la pulpa de café a un Erlenmeyer, y se adiciono el agua necesaria, para proceder a
la extraccion por ultrasonido por 30 minutos, obteniéndose una concentracion de 10% m/v.

- Luego se filtro el extracto obtenido con papel Whatman No. 91, y se almacend en un
ultracongelador (Fisher Scientific, Isotemp) a -20°C (ver Figura 1).

- Esto se llevo a cabo por duplicado

- Posteriormente se liofiliz6 en un liofilizador (LABCONCO, Freezone Modelo 7740030)
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d) Liofilizacion de extractos acuosos

- Se encendi6 y programo el liofilizador (marca LABCONCO FreeZones, Modelo 7740030)
estableciendo las condiciones de temperatura a -49° (ver Figura 1).

- Se encendi6 la bomba de vacio a una presion de 0.01 a 0.05 mBar y alcanzada la presion, se colocaron
las muestras contenidas en los recipientes para liofilizar en las valvulas correspondientes.

- Se liofiliz6 entre 48 a 72 horas.

- Luego de completar el proceso se apag6 la bomba de vacio y el liofilizador.

- Se retiraron los recipientes con las muestras liofilizadas y se almacenaron en desecadores.

- Por ultimo, se peso el residuo obtenido de cada muestra liofilizada.

1le) Ensayo de Fenoles totales (Método de Folin & Ciocalteu)

Reactivos a utilizar.
- Acido galico.
- Reactivo de Folin-Ciocalteu
- Carbonato de sodio al 10.75%
- Agua destilada
- Muestras liofilizadas de café

Preparacion de la curva de calibracién con estindar de Acido gdlico.
- Se preparo la curva de calibracion de &cido galico entre 3.12 a 100 pg/mL, con al menos 5
puntos.

Preparacion de la solucion de trabajo
- Se peso una cantidad adecuada de extracto liofilizado de café para preparar una solucion de 1
mg/mL.
- Se prepararon 3 soluciones de cada extracto liofilizado.

Preparacion de las celdas
- Se prepararon las celdas con los siguientes componentes, de acuerdo a la sustancia a analizar
(estandar, muestra o blanco)
- 40 uL de Reactivo de Folin-Ciocalteu
- 400 pL de agua destilada
- 480 pL de carbonato de sodio al 10.75%
- 80 pL de sustancia a analizar

Lectura de celdas en equipo UV
- Se Encendio6 el Espectrofotometro UV - Vis. y se program¢ a la longitud de onda de 760 nm.
- Se leyeron la absorbancia del blanco y de los estandares.
- Inmediatamente se guardaron los datos de las absorbancias del blanco y de los estandares.
- Se ingresaron al equipo las cubetas de las soluciones de trabajo y se les asignd su respectivo
codigo en el programa.
- Luego se midieron las absorbancias de las muestras a una longitud de onda de 760 nm.
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2e) Ensayo antioxidante mediante el método DPPH

Reactivos a utilizar
- DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil, CAS: 1898-66-4)
- Metanol
- Etanol absoluto
- Estandar de Trolox (acido 6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, CAS: 53188-07-
1)
- Agua destilada
- Muestras liofilizadas de café

Preparacion de la curva de calibracion con estandar de Trolox
- Se prepar¢ la curva de calibracion de Trolox entre 6.25 a 250 uM/mL, con al menos 5 puntos.

Preparacion de la solucion de DPPH [50 uM]
- Se peso una cantidad adecuada de extracto liofilizado de café para preparar una solucion de 1
mg/mL.
- Se prepararon 3 soluciones de cada extracto liofilizado y pesaron aproximadamente 5 mg de
DPPH.
- Sediluyo a I mg/mL con metanol y se tomo una alicuota de esta solucion.

- Se adicion¢ la alicuota y se diluy6 con etanol hasta obtener una concentracion final de 50 [uM]
de DPPH.

Preparacion de la solucion de trabajo
- Se peso una cantidad adecuada de extracto liofilizado de café para preparar una solucion de 0.2
mg/mL en etanol al 5%.
- Se prepararon 3 soluciones de cada extracto liofilizado (ver Figura 1).

Preparacion de las celdas (ver Figura 1)
- Se prepararon las celdas con los siguientes componentes, de acuerdo a la sustancia a analizar
(estandar, muestra o blanco)
- 950 uL DPPH
- 50 uL de la sustancia a analizar

Lectura de celdas en equipo UV
- Se procedioé como indica en el apartado I, literal 1.
- Se midieron las absorbancias de las muestras a una longitud de onda de 515 nm (ver Figura 1).

f) Resultados y discusion de resultados

Ensayo antioxidante en polifenoles del extracto liofilizado de café (Coffea arabica variedad
Pacamara).

La cuantificacion de fenoles totales en el extracto liofilizado de café (Coffea arabica variedad
Pacamara) se expresé en mg de acido galico contenido en 1 gramos de fruta fresca (ver Tabla 1 y
Figura 1).
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Tabla 1. Polifenoles contenidos en fruto de café expresado en mg de acido gélico contenido en 1
gramo de fruta fresca.

Muestra | Pulpa de Peso neto Humedad Promedio DS Ccv
de café café (g) muestra pulpa de | mg de Acido mg de Acido
liofilizado de café galico/ g FF galico/g de FF
café (g)

1 7.500 0.562 43.62% 0.1464 0.0117 | 8.0193 | 0.1464%0.0117
2 7.504 0.552 43.62% 0.1437 0.0301 | 21.2147 | 0.1437£0.0301
3 7.508 0.542 43.62% 0.1410 0.0485 [ 34.4101 | 0.1410£0.0485
Promedio 7.504 0.552 43.62% 0.1437 0.0301 | 21.2147 | 0.1437£0.0301

El contenido de fenoles totales para la pulpa fresca de café es de 0.14 mg de acido gélico/g de
FF pulpa de Coffea arabica (ver Tabla 1), esto representa un contenido promedio de fenoles totales, si
lo comparamos con el estudio de estos metabolitos en frutas de la salvadorefia (Rivas, et al., 2020).

El contenido de polifenoles en el fruto de café podria ser mayor, si se utilizara como solvente
extractor, etanol 95% (Cruzalegui et al., 2021), pero esto no se puede aplicar a nuestra investigacion
ya que este solvente no es adecuado para la preparacion de fitocosméticos tales como el etanol, ya que
estos pueden dafiar o irritar la piel.

Ensayo antioxidante en extracto liofilizado de café (Coffea arabica variedad “Pacamara™)
La cuantificacion de capacidad antioxidante en el Fruto fresco de café (Coffea arabica variedad
“Pacamara”) se expreso en ug equivalentes de Trolox contenido en 1 gramos de fruta fresca, y los

resultados se pueden observar en la Tabla 2 y Figura 1.

Tabla 2. Antioxidantes contenidos en fruto de café (Coffea arabica variedad Pacamara) expresado en
ug equivalentes de trolox contenido en 1 gramos de fruta fresca.

Muestra | Pulpade | Peso neto Humedad | Promedio DS CV | pmol equiv. de
de café café (g) muestra pulpa de | pmol equiv. Trolox/g de FF
liofilizado de café de Trolox/ g
café (g) FF

1 7.500 0.562 43.62% 38.47 3.83 9.94 38.47+3.83

2 7.504 0.552 43.62% 44.98 4.08 9.165 44.98+4.08

3 7.508 0.542 43.62% 51.48 4.32 8.39 51.48+4.32

Promedio 7.504 0.552 43.62% 44.98 4.08 9.165 44.98+4.08
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El contenido de antioxidantes para la pulpa fresca de café fue de 44.98 pmol equiv. de Trolox/g
de FF pulpa de Coffea arabica (ver Tabla 2), considerandose alto, si lo comparamos con los resultados
obtenidos de capacidad antioxidante de 20 frutas de la flora salvadorefia (Rivas et al., 2020)

Cabe mencionar, que el contenido de antioxidantes fue mayor que el reportado para pulpa de
café, reportados en Colombia (Meza et al., 2017) y Tailandia (Jaisan et al., 2015). Esto hace a el
extracto de pulpa de café salvadoreio, interesante para la formulacion de fitocosméticos.

Preparacion de la curva
de calibracion

Extraccion de polifenoles

v antioxidantes Liofilizacion

Preparacion de la solucion .. Lectura de celdas en
& bakiaie Preparacion de celdas s TI¥

Fig. 1 Determinacion de Fenoles totales y capacidad antioxidante en extracto liofilizado de café
(Coffea arabica variedad Pacamara)

g) Conclusiones

En base al contenido de polifenoles y capacidad antioxidante del extracto acuoso de la pulpa
de café fresco, se considera como una materia prima Optima y de alta calidad para la fabricacion de
fitocosméticos.
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Ademas, se le suministrd pulpa de café fresco al Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de
la Facultad de Quimica y Farmacia, para que preparara el extracto acuoso y realizaran los ensayos que
conduciran a la formulacion de diferentes fitocosméticos.

PARTE II: ESPECIES VEGETALES FUENTE DE ACEITES ESENCIALES DE LOS
DEPARTAMENTOS DE SONSONATE Y AHUACHAPAN

a) Viajes de bioprospeccion

Los viajes de bioprospeccion, tuvieron por objetivo, la busqueda de especies vegetales fuente
de aceites esenciales en fincas privadas y d4reas naturales del Departamento de Sonsonate y
Ahuachapan. Las especies vegetales aromaticas seleccionadas, fueron sometidas a la cuantificacion de
aceites esenciales, ademas de la realizacion de la actividad antioxidante y antimicrobiana.

Asi, se llevaron a cabo 8 viajes de bioprospeccion, haciéndonos en compaiia del MSc. Gabriel
Cerén, Curador del herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador (MUHNES), quien
desarroll¢ la identificacion del material vegetal.

Como resultados de dichos viajes, se crearon listados de especies vegetales a los que se les
llevé a cabo una revision bibliografica, para seleccionar las especies vegetales aromaticas.

Los viajes de bioprospeccion se llevaron a cabo en los siguientes lugares (ver Tabla 3), ademas
se registraron el nimero de especies vegetales y familias botanicas identificadas:

Tabla 3. Viajes de bioprospeccion realizados en los Departamentos de Sonsonate y Ahuachapan en
2022.

Lugar de bioprospeccion Fecha del viaje | No. de especies | No. de familias botanicas
Finca San Jorge, Canton EIl 28 de junio 63 36
Balsamar, Municipio de San 28 de julio
Julian, Departamento de | 25 de octubre
Sonsonate
La Golondrinera, Canton 28 de abril 18 15
Pushtan, Municipio de
Nahuizalco, Departamento de
Sonsonate
Laguna Verde, Municipio de| 10 de febrero 35 27
Apaneca, Departamento de 19 de julio
Ahuachapéan
Laguna Las Ninfas, Municipio 19 de julio 13 11
de Apaneca, Departamento de
Ahuachapan
Finca Esperanza de San 7 de junio 14 11
Francisco,  Canton  Zapua,
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Municipio de Jujutla,
Departamento de Ahuachapan

De los 8 viajes de bioprospeccion realizados, se identificaron 143 especies vegetales, pertenecientes a
59 familias boténicas. A groso modo, se puede destacar, que, en todos los sitios visitados, se
identificaron especies vegetales aromaticas pertenecientes a familias botanicas, como Lauraceae,
Piperaceae, Cupressaceae, Lamiaceae, etc., que son de interés para trabajar en el laboratorio de
investigacion.

b) Listado de especies vegetales identificadas

A continuacidon, se presentaran las especies vegetales identificadas en cada viaje de
bioprospeccion y una breve discusion de las especies vegetales mas interesantes desde el punto de vista
de especies vegetales aromaticas, estado de conservacion y para estudios fitoquimicos posteriores.

Finca San Jorge, Cantén El Balsamar, Municipio de San Julian, Departamento de Sonsonate

La Finca San Jorge, es una finca agroecologica administrada por ANADES, que se encuentra
a 6 km de la Ciudad de San Julian, en el canton El Balsamar. Se produce principalmente café orgénico,
cultivos organicos y resina de Balsamo, ademas de poseer cabafias y caminatas para llevar a cabo
ecoturismo.

Por otro lado, de los dos viajes de bioprospeccion (Figura 2) realizados se identificaron 63
especies vegetales pertenecientes a 36 familias botanicas, que se presentan en la Tabla 4.
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Fig. 2 Viajes de bioprospeccion realizados a la Finca San Jorge, San Julian, Sonsonate

Tabla 4. Listado de especies vegetales observadas en la Finca San Jorge, Canton El Balsamar,
Municipio de San Julidn, Departamento de Sonsonate (28 junio, 26 de julio y 26 de octubre).

No Nombre comiin Familia Nombre cientifico
1 “Sangre de perro” “Frijolén” | Fabaceae Lonchocarpus phaseolifolius
2 “Unia de gato” Fabaceae Machaerium kegelii
3 “Paternillo” Fabaceae Machaerium pittieri
4 “Escalera de mono” Fabaceae Bauhinia cf guianensis
5 “Balsamillo” Fabaceae Indeterminada

(Posible Myrospermum frutescens)

6 “Bélsamo” Fabaceae Miroxylon pereirae
7 “Frijol mono” Fabaceae Vigna sp.
16
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8 “Salamo” Rubiaceae Calycophyllum candidissimum
9 “Crucito” Rubiaceae Randia cf monantha
10 “Café” Rubiaceae Colffea arabica
11 “Quina” Rubiaceae Exostema mexicanum
12 “Chorcha de pava” Rubiaceae Pogonopus exsertus
13 “Oreja de raton” Rubiaceae Geophyla repens
14 Rubiaceae Indeterminada
15 “Copalchi Montes” Euphorbiaceae Croton sp.
16 “Chichicaston” Euphorbiaceae Cnidoscolus tubulosus
17 “Tambor” Euphorbiaceae Omphalea oleifera
18 “Copalchi de monte” Euphorbiaceae Croton sp.
19 “Tecomasuche” Bixaceae Cochlospermum vitifolium
20 Piperaceae Peperomia sp.
21 Piperaceae Piper tuberculatum
22 “Galecita” Piperaceae Peperomia sp.
23 Cyperaceae Cyperus hermaphroditus
24 Apocynaceae Gonolobus taylorianus
25 Apocynaceae Matelea quirosii
26 “Duerme culebra” Alstroemeriaceae Bomarea edulis
27 | “Hoja del golpe” Solanaceae Solanum diphyllum
28 “Hierba del pobre” Phytolaccaceae Rivina humilis
29 “Epacina” Phytolaccaceae Petiveria alliacea
30 “Cacho de novio” Myrtaceae Eugenia sp.
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31 Araceae Xanthosoma sp.
32 Urticaceae Indeterminada
33 “Amate” Moraceae Ficus sp.
34 “Pergamino” Erythroxylaceae Erythroxylum mexicanum
35 “Papaturro” Polygonaceae Coccoloba sp.
36 “Canelo montes” Lauraceae Ocotea veraguensis
37 “Barbasco” Dioscoreaceae Dioscorea mexicana
38 Scrophulariaceae Capraria biflora
39 Thelypteridaceae Thelypteris sp.
40 Annonaceae Indeterminada
41 Ipomoea wolcottiana subsp.
“Siete pellejos” Convolvulaceae wolcottiana
42 “Copalillo” Burseraceae Bursera graveolens
43 “Cana de cristo” Costaceae Costus sp.
44 “Planta Milagrosa” Gesneriaceae Drymonia serrulata
45 “Cabo de hacha” Malvaceae Luehea speciosa
46 “Tempisque” Sapotaceae Sideroxylon capiri subsp. tempisque
47 “Nispero” Sapotaceae Manilkara chicle
48 “Organo” Cactaceae Stenocereus eichlamii
49 “Flor amarilla” Malphigiaceae Stigmaphyllon ellipticum
50 “Hierba del susto” Acanthaceae Justicia carthaginensis
51 “Vaca gorda” Bromeliaceae Hechtia guatemalensis
52 “Asta de bajio” Annonaceae Sapranthus microcarpus
53 “Achote” Bixaceae Bixa orellana
54 “Granadilla de hormiga” Passifloraceae Passiflora sp.
55 “Chorcha de pava” Rubiaceae Pogonupus exsertus
18
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56 “Amatillo” Apocynaceae Rauvolfia tetraphylla

57 “Guaco” Aristolochiacea Aristolochia salvadorensis

58 “Espuela del diablo” | Nyctaginaceae Pisonia macranthocarpa
“Tinterillo negro”

59 “Caulote” Malvaceae Guazuma ulmifolia

60 “Velazquina” Convulvulaceae Evolvulus sp.

61 “Contamal” Fabaceae Leucaena shannoni

62 “Oregano silvestre” Verbenaceae Lippia cardiostegia

63 Asteraceae Ageratum salvanaturae

De las especies identificadas en la Finca San Jorge, 6 de estas pueden poseer propiedades
aromaticas interesantes, segun investigaciones bibliograficas llevadas a cabo: Ocotea veraguensis
“Canela de monte” Lauraceae (Takaku et al., 2007), Bursera graveolens “Copalillo” Burseraceae
(Young et al., 2007), Eugenia sp. “Cacho de novio” Myrtaceae (da Silva et al., 2017), Croton sp.
“Copalchi de monte” Euphorbiaceae (Turiel et al., 2013), Lippia cardiostegia “Oregano silvestre”
(Ortega-Cuadros et al., 2020) y Myrospermum frutescens “Balsamillo” Fabaceae (Mendoza et al.,
2003); vale la pena recalcar que de “Balsamillo”, es utilizado como palanca para retorcer los trapos en
el proceso de obtencion de la resina de “Béalsamo” y solo se ha identificado un especimen en la Finca
San Jorge, por lo que es primordial, monitorear esta especie vegetal.

Por otro lado, B. graveolens, es una especie interesante y que, en otros paises, como Ecuador,
es conocido como “Palo Santo”. Su madera resinosa es utilizada con diversos propdsitos curativos por
los chamanes, asi, su humo y aceite, es utilizado para curar el alma y el cuerpo de los enfermos, ademas
de poseer propiedades antidepresivas, diaforéticas, diuréticas, depurativas, antirreumaticas, sedantes,
contra el estrés y la tristeza, antisépticas y contra los hongos de la piel, por otro lado, el humo es
también usado como repelente de mosquitos y contra las malas energias. Dentro de la Finca San Jorge,
hemos detectado hasta el momento 4 arboles, y es necesario su monitoreo y preservacion.

El caso de Croton sp., es especial por dos razones, una por ser una especie en estudio desde el

punto de vista botanico, que puede conducir a un nuevo registro de esta especie en el pais o a una
nueva especie para la ciencia, y otra, es por el rico olor que posee la corteza de especie vegetal, por lo
que es importante, la determinacion de la cuantificacién y composicion de su aceite esencial.
Otra especie que hay que monitorear en la finca, proteger y contabilizar es Exostema mexicanum
“Quina”, utilizada en nuestro pais para el tratamiento de la malaria y el dengue. Es de destacar que las
4-fenilcoumarinas aisladas de esta especie vegetal (Froelich et al., 2005), presentaron un potencial
inhibidor de las ribonucleasas NPS-15 de SARS-CoV-2, en un estudio docking llevado a cabo en 2021
(Nudez et al., 2021), por lo que estamos conduciendo en estos momentos esfuerzos a comprobar estos
resultados en ensayos in vitro.

Desde el punto de vista alimenticio la especie Bomarea edulis “Duerme culebra” es muy
interesante y sin referencia de uso como alimento en nuestro pais. Esta especie posee un nombre comun
muy curioso, ya que se cree popularmente, que las culebras se encuentran en la proximidad de esta
planta, pero esto, no es nada mas alejado de la realidad, y, al contrario, estamos frente a una especie
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alimenticia que posee unos tubérculos comestibles ricos en almidones, apreciados en Sudamérica,
donde son preparados con crema. Por lo tanto, valdria la pena realizar estudios en ese sentido en la
comunidad proxima a la Finca San Jorge, u otras donde abunda esta especie vegetal.

Por otra parte, hay muchas especies identificadas botanicamente, que se poseen datos
interesantes, pero destacar la presencia en la Finca San Jorge de Erythroxylum mexicanum
“Pergamino”, estrechamente relacionada con la “Coca” Suramericana; Drymonia serrulata “Planta
milagrosa”, muy estimada en Panama por sus usos para eliminar quistes ovaricos; Geophyla repens,
una especie rastrera utilizada en agricultura orgénica para evitar la propagacion de malezas o el registro
de 6 especies pertenecientes a las Familias Piperaceae, Urticaceae, Rubiaceae, Fabaceae y
Annonaceae, que se encuentran actualmente en estudios botdnicos, y que pueden arrojar datos muy
interesantes para nuestro pais y para la Finca San Jorge. Por ultimo, destacar, la identificacion de
Ageratum salvanaturae, especie de la famila de las Asteraceae, que se creia, que era endémica del
Parque Nacional El Imposible, ya que es la primera vez que se identifica fuera de este entorno, y seria
muy interesante iniciar con esta especie vegetal, estudios fitoquimicos y bioldgicos.

La Golondrinera, Cantén Pushtan, Municipio de Nahuizalco, Departamento de Sonsonate

La Golondrinera, estd conformada por una serie de cascadas comprendidas en un cafion de
farellones, de aproximadamente 40 metros de altura, donde habitan, especies de aves que los lugarefios
las identifican como “Golondrinas”, pero segtn estudios llevados a cabo por bidlogos en nuestro pais,
son aves conocidas como “Vencejos de cuello blanco” (Streptoprocne zonaris, Apodidae), que
sobrevuelan el lugar, y que, en ocasiones, avisan de las tormentas que se acercan al cafidn, y por lo
escabroso de este sitio, nos avisan que es prudente abandonar el lugar.

En el viaje de bioprospeccion (Figura que llevamos a cabo, se identificaron 18 especies
vegetales pertenecientes a 14 familias botdnicas, que se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Listado de especies vegetales observadas en La Golondrinera, Cantén Pushtan, Municipio de

Nahuizalco, Departamento de Sonsonate (28 abril).

Fig. 3 Viaje de bioprospeccion a La Golondrinera, Canton Pushtan, Nauhizalco, Sonsonate.

No Nombre comun Familia Nombre cientifico
1 Lamiaceae Cornutia pyramidata
2 Euphorbiaceae Acalypha sp.
3 “Planta milagrosa” Gesneriaceae Drymonia serrulata
4 “Pepenance” Ebenaceae Diospyros salicifolia
5 “Golondrinita” Piperaceae Peperomia sp.
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6 Piperaceae Piper patulum

7 Piperaceae Peperomia lancifolia

8 “Guisnay” Araceae Spathyphyllum matudae
9 “Rodillera” Commelinaceae Tripogandra serrulata
10 Tectariaceae Tectaria heracleifolia

11 Melastomataceae Centradenia floribunda subsp. bernoulli
12 Acanthaceae Odontonema tubaeforme
13 Acanthaceae Aphealandra scabra

14 “Guaco” Aristolochiaceae Aristolochia grandiflora
15 “Canela de monte” Lauraceae Ocotea veraguensis

16 Sapindaceae Thouinia brachybotrya
17 “Anona” Annonaceae Annona reticulata

18 “Guacal de mico” Loganiaceae Strychnos cf panamensis

De las especies identificadas en La Golondrinera, 4 pueden poseer propiedades aromaticas
interesantes, segiin investigaciones bibliograficas. Cabe mencionar, que se identificé de nuevo a
Ocotea veraguensis “Canela de monte” Lauraceae (Takaku et al., 2007), ademas de Cornutia
pyramidata Lamiaceae (Samol et al., 2011), Piper patulum Piperaceae (Cruz et al., 2012) y
Aristolochia grandiflora “Guaco” Aristolochiaceae (Leitao et al., 2011).

Entre otras especies vegetales que podemos destacar se encuentran: Drymonia serrulata
“Planta milagrosa”, Peperomia sp. “Golondrinita”, especie muy interesante desde el punto de vista
botéanico por sus particularidades, que podria considerarse un nuevo registro para el pais y Tripogandra
serrulata “Rodillera, utilizada popularmente para inflamaciones y fracturas.

Laguna Verde, Municipio de Apaneca, Departamento de Ahuachapan

La Laguna Verde, pertenece a la Cordillera de Apaneca-Ilamatepec y se considera un humedal
de altura, por encontrarse entre los 1605 msnm, en el borde mas alto del crater. La vegetacion existente
es la caracteristica de los bosques nebulosos alterados con la ocurrencia de especies tipicas de la zona,
como el Roble (Quercus sp.).

En los viajes de bioprospeccion que llevamos a cabo, se identificaron 35 especies vegetales
pertenecientes a 27 familias botanicas, que se presentan en la Tabla 6.
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Fig. 4 Viajes de bioprospeccion a |

a Laguna Verde, Apaneca, Ahuachapan.

Tabla 6. Listado de especies vegetales observadas en la Laguna Verde, Municipio de Apaneca,

Departamento de Ahuachapan (10 febrero y 19 julio).

No Nombre comiin Familia Nombre cientifico
1 Malvaceae Neobrittonia acerifolia
2 Malvaceae Triumfetta lappula
3 Solanaceae Solanum appendiculatum
4 Solanaceae Solanum sp.
5 “Flor de cera” Rubiaceae Palicourea padifolia
6 Rubiaceae Arachnothryx laniflora
7 Rubiaceae Rondeletia sp.
8 “Sietio” Onagraceae Fuchsia microphylla subsp. tetradactyla
9 “Cordoncillo” Verbenaceae Citharexylum donnell-smithii
10 Piperaceae Peperomia sp.
11 “Cordoncillo” Piperaceae Piper amalago
12 “Lima de montafia” Piperaceae Piper standleyi
13 Araceae Anthurium obtusum
14 Lamiaceae Scutellaria longifolia
15 Orchidaceae Cyclopogon elatus
16 “Flor de gato” Orobanchaceae Castilleja arvensis
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17 Phytolaccaceae Phytolacca rugosa
Poaceae Ichnanthus sp

18 Rosaceae Rubus niveus

19 Asteraceae Gnaphallium attenuatum

20 Actinidiaceae Saurauia kegeliana

21 Fabaceae Desmodium uncinatum

22 Passifloraceae Passiflora adenopoda

23 “Jasmin azul” Plumbaginaceae Plumbago auriculata

24 “Mano de Ledn” Araliaceae Dendropanax arboreus

25 "Matasano" Rutaceae Casimiroa edulis

26 “Cedro-espino” Rutaceae Zanthoxylum culantrilo

27 Musaceae Ensete cf ventricosum

28 "Ciprés" Cupressaceae Cupressus lusitanica

29 "Pino" Pinaceae Pinus oocarpa

30 Crassulaceae Echeveria chiapensis

31 “Canelito” “Pimiento” | Lauraceae Ocotea effusa

32 “Aguacate de olor” Lauraceae *Persea americana

33 “Canelon” Lauraceae Nentandra martinicensis

34 “Duraznillo” Rhamnaceae Frangula capreifolia var. grandifolia

35 “Campanilla morada” Convolvulaceae Ipomoea sp.

*Colectada en Finca El Carajo, Apaneca.

De las especies identificadas en la Laguna Verde, hasta el momento, 9 pueden poseer
propiedades aromaticas interesantes, segin investigaciones bibliograficas: Citharexylum donnell-
smithii “Cordoncillo” Verbenaceae (Miller, 2010), Piper standleyi “Lima de Montafa” Piperaceae
(Simol et al., 2011), Scutellaria longifolia Lamiaceae (Zahra et al., 2019), Passiflora adenopa
Passifloraceae (Choez-Guaranda et al., 2017), Zanthoxylum culantrilo “Cedro-espino” Rutaceae
(Simionatto et al., 2005), Cupressus lusitanica “Cipres” Cupressaceae (Nteziyaremye et al., 2021),
Ocotea effusa “Canelito” “Pimiento” Lauraceae (Takaku et al., 2007), Persea americana “Aguacate
de olor” Lauraceae (Nasri et al., 2022) y Nectandra martinicensis “Caneloén” Lauraceae (Macias-
Villamizar et al., 2015).
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En otras especies vegetales que se deben hacer notar de la flora de la Laguna Verde esta,
Palicourea padifolia “Flor de cera” (Krebs et al., 1994), unas de las pocas especies vegetales que
poseen acido fluoroacético, por lo que se consideran especies toxicas en animales de pastoreo,
causando muerte subita.

Laguna Las Ninfas, Municipio de Apaneca, Departamento de Ahuachapan

La Laguna de las Ninfas, es un lago de origen volcanico de aproximadamente 600 metros
cuadrados, ubicado en el Cerro de las Ninfas, en la cordillera Apaneca-Lamatepec, a una altura de
1,640 msnm. Por su ubicacion, la flora predominante es de bosque nebuloso, rodeado de cultivos de
café y la temperatura oscila todo el afo entre los 14° a 17° centigrados.

En el viaje de bioprospeccion (Figura 5) que llevamos a cabo, se identificaron 13 especies
vegetales pertenecientes a 11 familias botanicas, que se presentan en la Tabla 7.

S s Z s ; A

Fig. S Viaje de bioprospeccion a la Laguna Las Ninfas, Apaneca, Ahuachapan.

Tabla 7. Listado de especies vegetales observadas en la Laguna Las Ninfas, Municipio de Apaneca,
Departamento de Ahuachapén (19 de julio).

No Nombre comun Familia Nombre cientifico
1 “Amate” Moraceae Ficus sp.
2 “Ahuja de arra” Salicaceae (Ex Flacourtiaceae) | Xylosma sp.
3 “Culebro” Celastraceae Zinowiewia integerrima
4 Gesneriaceae Besleria sp.
5 Piperaceae Peperomia sp.
6 “Lima de montafia” | Piperaceae Piper standleyi
7 Rubiaceae Rondeletia sp.
8 Rubiaceae Arachnothryx sp.
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9 “Cerezo silvestre” | Primulaceae Ardisia sp.

10 “Cereto” Myrsinaceae Parathesis sp.

11 Araceae Anthurium obtusum
12 “Lirio” Nymphaeaceae Nymphaeae sp.

13 Menyanthaceae Nymphoides fallax

De las especies vegetales identificadas en la Laguna Las Ninfas, podemos destacar la presencia
de Piper standleyi “Lima de Montafia” (Simol et al., 2011), planta con un exquisito olor a “Lima”, que
también fue localizada en la Laguna Verde, y que serd incluida en el estudio de especies aromaticas.

Destacar la presencia de Zinowewia integerrima “Culebro”, especie vegetal perteneciente a la
familia Celastraceae. Especies de esta familia botanica, estan siendo estudiadas por el Laboratorio de
Investigacién en Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia, desde hace 20 afios,
debido a interesantes metabolitos aislados, tales como: triterpenos, triterpenometilenquinonas,
diterpenos, sesquiterpenos, etc., que poseen actividades bioldgicas como analgésicos, antiparasitarios,
antitumorales, entre otras (Nufiez et al., 2016; Nuiiez et al., 2021).

Finca Esperanza de San Francisco, Canton Zapua, Municipio de Jujutla, Departamento de
Ahuachapan

La Finca Esperanza de San Francisco, se encuentra ubicada en el Canton Zapua, uno de los 13
cantones que pertenecen al Municipio de Jujutla. Esta finca produce principalmente café y cacao,
ademas de ser un lugar familiar para descansar rodeado de la naturaleza. Ademas, la finca cuenta con
un cerro que posee un area de conservacion de especies vegetales, que nos sorprendid por su
biodiversidad y clima.

Asi, en el viaje de bioprospeccion (Figura 6), se identificaron 14 especies vegetales
pertenecientes a 11 familias botanicas, que se presentan en la Tabla 8.

Fig. 6 Viaje de bioprospeccion a la Finca Esperanza de San Francisco, Cantén Zapua, Ahuachapan.

26

Este proyecto es financiado por la UNION EUROPEA

UNION EUROPEA



Tabla 8. Listado de especies vegetales observadas en Finca Esperanza de San Francisco, Canton

Zapua, Municipio de Jujutla, Departamento de Ahuachapan (7 de junio).

No Nombre comiin Familia Nombre cientifico
1 Rubiaceae Psychotria sp.
2 Rubiaceae Gonzalagunia sp.
3 “Ahuja de arra” Salicaceae (Ex Flacourtiaceae) | Xylosma sp.
4 “Chilillo” Salicaceae (Ex Flacourtiaceae) | Casearia corymbosa
5 “Cafecito” Salicaceae (Ex Flacourtiaceae) | Casearia commersoniana
6 “Churumullo” Annonaceae Annona cherimola
7 Nyctaginaceae Neea sp.
8 Pilocarpus racemosus subsp.
“Zapotillo” Rutaceae viridulus
9 “Aceituno de montana” | Chrysobalanaceae Hirtella racemosa
10 “Pacaya” Arecaceae Chamaedorea sp.
11 Malvaceae Pavonia sp.
12 Vitaceae Cissus sp.
13 Piperaceae Piper sp.
14 “Escobo blanco” Celastraceae Maytenus chiapensis

De las especies identificadas, ninguna presento la caracteristica de ser una especie aromatica,
pero si se registraron especies muy interesantes desde el punto de vista fitoquimico y biologico, tales
como: especies del género Casearia y Xylosma (Salicaceae ex Flacourtiaceae), que poseen metabolitos
secundarios tipo sesquiterpénicos con actividad antiparasitaria frente a Trypanosoma cruzi, causante
del “Mal de Chagas” (dos Santos et al., 2021).

Otra especie muy interesante, y que fue encontrada como bosque mayoritario en la cumbre de
esta finca fue Pilocarpus racemosus subsp. viridulus “Zapotillo” Rubiaceae, especie que posee un
alcaloide mayoritario denominado Pilocarpina, que se utiliza para tratar el glaucoma, y la resequedad
en la boca ocasionado por tratamientos con radioterapia, ademés de usos en veterinaria, aumentando
la peristalsis, consiguiendo evacuaciones mas rapidas en caninos y ganado vacuno, donde también
puede estimular de la musculatura del tero, incrementando las contracciones del mismo, para facilitar
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la labor de parto en el ganado vacuno y eliminar el contenido uterino en el post-parto (Sawaya et al.,
2011). Por otra parte, se ha identificado alcaloides tipo pilocarpina como candidatos para la inhibicion
de la principal proteasa del SARS-CoV-2, contribuyendo a la cura o tratamiento del Covid-19 (de Sa
et al., 2021).

¢) Listado de especies vegetales aromaticas identificadas en los viajes de bioprospeccion

De las 143 especies vegetales identificadas en los 8 viajes de bioprospeccion, se enlistan 18
especies aromaticas que pueden ser potencialmente estudiadas, y se presentan en la Tabla 9:

Tabla 9. Especies vegetales aromadticas identificadas en los viajes de bioprospeccion.

No Nombre comin Familia Nombre cientifico
1 “Canela de monte” Lauraceae Ocotea veraguensis
2 “Canelito” “Pimiento” Lauraceae Ocotea effusa
3 “Aguacate de olor” Lauraceae Persea americana
4 “Canelon” Lauraceae Nectandra martinicensis
5 “Cedro-espino” Rutaceae Zanthoxylum culantrilo
6 Lamiaceae Cornutia pyramidata
7 Lamiaceae Scutellaria longifolia
8 “Copalillo” Burseraceae Bursera graveolens
9 “Cacho de novio” “Incienso” | Myrtaceae Eugenia sp.
10 “Copalchi de monte” Euphorbiaceae Croton sp.
11 Piperaceae Piper patulum
12 “Lima de Montafia” Piperaceae Piper standleyi
13 “Cipres” Cupressaceae Cupressus lusitanica
14 Passifloraceae Fassiflora adenopa
15 “Cordoncillo” Verbenaceae Citharexylum donnell-smithii
16 “Guaco” Aristolochiacea Aristolochia grandiflora
17 “Balsamito” Fabaceae Myrospermum frutescens
18 “Oregano silvestre” Verbenaceae Lippia cardiostegia
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De las 18 especies aromaticas enlistadas, 4 pertenecen a la familia Lauracea, 2 a Lamiaceae, 2
a Piperaceae, 2 a Verbenaceae y 1 especie de Rutaceae, Burseraceae, Myrtaceae, Euphorbiaceae,
Cupressaceae, Passifloraceae, Aristolochiaceae y Fabaceae, respectivamente, lo que hacen un total de
12 familias botanicas.

d) Seleccion y recoleccion de especies vegetales aromadticas

En base al nimero de especimenes identificadas en campo, posible domesticacion de la especie,
novedad de la especie vegetal en la buisqueda de aceites esenciales, duracion del proyecto de
investigacion, se seleccionaron 5 especies aromaticas para desarrollar trabajo experimental, las cuales
son: Piper standleyi “Lima de Montafia” Piperaceae (Laguna Verde), Ocotea veraguensis “Canela de
monte” Lauraceae (Finca San Jorge), Nectandra martinicensis “Canelén” Lauraceae (Laguna Verde),
Persea americana “Aguacate de olor” Lauraceae (Finca El Carajo-Laguna Verde) y Zanthoxylum
culantrilo “Cedro-espino” Rutaceae (Laguna Verde) (ver figura 7), para calcular el porcentaje de
rendimiento de aceites esenciales, y determinar de la actividad antioxidante y microbioldgica.

Persea americana Nectandra martinicensis

Fig 7. Especies aromaticas seleccionadas para extraccion de aceites esenciales.

e) Extraccion de aceites esenciales por medio del método Clevenger (USP 34-NF 29, 2011;
modificado)
- Se fraccion¢ el material vegetal con ayuda de tijeras y se peso el material fraccionado.
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- Se transtirié el material pesado a un balon de fondo plano con capacidad de 1000 mL, hasta
llegar a % de su capacidad.

- Se agreg6 aproximadamente 300 mL de agua destilada en el balon que contiene la muestra
fraccionada.

- Se procedi6 a armar el equipo de destilacion de aceites esenciales (Aparato de Clevenger para
aceites menos densos que el agua).

- Se destil6 a temperatura constante (80-90°C) durante 90 minutos y se apago el equipo.

- Se recolecto el aceite obtenido en tubos eppendorf'y se calcul6 el peso del aceite obtenido.

- Se determin6 el porcentaje de rendimiento en peso.

La puesta a punto del método Clevenger se realizé con hojas del "Limon" (Citrus x aurantifolia,
Rutaceae), que fueron recolectadas a tempranas horas de la mafiana en la Finca Quinta Marisol, Canton
El Jocoton, Municipio de Coatepeque, Departamento de Santa Ana, posteriormente se trasladaron las
hojas hacia el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales de la Facultad de Quimica y
Farmacia, en hieleras.

Para la recoleccion se toma en cuenta que el material vegetal esté sano, libre de enfermedades,
insectos, o materias extraias. En el LIPN, se procedid a la extraccion y cuantificacion por medio del
método Clevenger, donde se realizaron al menos 3 extracciones diarias (ver Figura 8), verificando el
rendimiento de aceites esenciales obtenidos.

En la Tabla 10, se registran las 5 ultimas extracciones y cuantificaciones llevadas a cabo,
consiguiendo una desviacion estandar aceptable. Cabe mencionar, que se utilizaron 1.04 Kg de hojas
frescas de hojas Citrus x aurantifolia para obtener de 2.5 mL de aceite esencial. Esto es interesante,
desde el punto de vista de futuros ensayos con otras variedades de “Limoén” o especies de citricos, y
en el caso de nuestro proyecto, para llevar a cabo los calculos del costo de la fabricacion de
fitocosméticos.

Fig 8. Puesta a punto del método Clevenger con hojas del "Limon".
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Tabla 10. Resultados de los ensayos de extraccion y rendimiento de las hojas de “Limon” mediante el
aparato Clevenger.

Muestra vegetal (hojas de "Limoén'"'; gramos) Rendimiento % v/m (mL/g)
100.755 0.29
111.428 0.30
150.064 0.28
150.012 0.27
150.001 0.23
Total 662.26 Promedio 0.27 +/- 0.027

J) Cuantificacion de aceites esenciales en especies aromadticas seleccionadas

Se han llevado a cabo las extracciones de aceites esenciales de las cinco especies vegetales
seleccionadas (ver Figura 7). El 6rgano vegetal y dia de recoleccion, se detalla a continuacion: hojas
de Piper standleyi (28 de julio de 2022-Laguna Verde), hojas de Nectandra martinicensis (25 de agosto
de 2022-Laguna Verde), hojas de Ocotea veraguensis (1 y 22 de septiembre de 2022- Finca San Jorge),
hojas de Zanthoxylum culantrilo (6 de octubre de 2022-Laguna verde) y hojas de Persea americana
(8 de noviembre-Finca El Carajo-Apaneca), a través de 6 viajes de recoleccion.

El procedimiento general efectuado con las muestras que ingresaron al laboratorio, consiste en
fraccionar las hojas para las extracciones de sus aceites, luego colocar el peso adecuado en el balén de
fondo redondo, posteriormente armar el aparato Clevenger y desarrollar la extraccion durante 1 hora
(ver Figura 9).
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Fig 9. Extraccion de aceites esenciales por Método Clevenger de las especies seleccionadas.

Los rendimientos de la extraccion de los aceites esenciales de P. standleyi, O. veraguensis Z.
culantrilo y P. americana, se encuentran dentro del promedio que presentan los aceites esenciales en
las especies vegetales aromaticas (0.1 a 1%), destacandose P. americana, ya que posee una mayor
rendimiento de obtencion, con una relacion de 50 veces mas que los otros aceites esenciales obtenidos.
El caso de N. martinicensis, es peculiar, ya que no se observd la presencia de aceites esenciales (ver
Tabla 11), pero si se percibi6 su olor, y este fenomeno se discute mas adelante.

En el caso de Piper standleyi, es la primera vez que se estudia esta especie vegetal, desde el
punto de vista fitoquimico y como fuente de aceites esenciales. En lo concerniente al contenido de
aceites esenciales, esta especie vegetal, fue mayor que otras especies de Piper recolectas en la Selva
del Amazonas en Brasil, donde su promedio oscilaba entre 0.01 a 0.02 (% v/m) (de Morais et al.,
2007).

En cuanto al rendimiento de aceites esenciales en las hojas de O. veraguensis, este fue de 0.019
(% m/m), mucho menor que el reportado para hojas (0.287% m/m) de esta especie vegetal recolectada
en Costa Rica (Takaku et al., 2007). Hay que monitorear el rendimiento de aceites esenciales de esta
especie vegetal en época seca y verificar su comportamiento.

Con respecto a Zanthoxylum culantrilo, cabe mencionar que es la primera vez que se estudia
desde un punto de vista fitoquimico y biologico, ahora, en cuanto al rendimiento de aceite esencial
obtenido (0.07%), fue mucho mayor que el de otras especies de Zanthoxylum (Z. fagara, Z.
acuminatum, Z. melanostictum y Zanthoxylum sp.), pero levemente menor que Z. monophyllum
(0.0836%) (Setzer et al., 2005).

El rendimiento obtenido de aceites esenciales procedentes de las hojas de Persea americana
“Aguacate de olor” (0.58%) colectadas en Apaneca fue comparado frente al rendimiento de 7
variedades de P. americana colectadas en Maruerros en 2020, obteniéndose la siguiente relacion de
rendimiento: similar a la variedad Fuerte (0.5%), el doble que la variedad Ettinger (0.25%), 20 veces
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mas que las variedades Reed (0.024%) y Maluma Hass (0.026%) y 40 veces mds que las variedades
Bacon (0.016%), Hass (0.015%) y Zutano (0.014%), respectivamente (Nasri et al., 2022). En un
estudio llevado en Oaxaca, México, se obtuvo un rendimiento inferior (0.24%) al obtenido en la
especie salvadorefia (Granados-Echegoyen et al., 2015). Esta discusion revela que estamos ante una
especie aromatica con una gran expectativa para darle continuidad al estudio de extraccion en otras
épocas del afo, la cuantificacion y la determinacion de la composicion quimica del aceite esencial.

En el caso de Nectandra martinicensis, no se observo la presencia de aceite esencial, aunque
si unas notas fuertes de olor maderable en el alcoholato (agua que genera el vapor para la extraccion)
con una leve turbidez presentando algunas goticulas aceitosas, esto se puede deber a que lo aceites
esenciales presentes en esta especie podrian ser solubles en agua, como ocurre con los aceites
esenciales de otras especies vegetales (por ejemplo en Nepeta cataria, “Hierba del gato”, Lamiaceae,
Gonzalez et al., 2007, Patente, Espafia). Sin embargo, en un estudio realizado en N. amazonum y N.
hihua, se extrajeron aceites esenciales, y se obtuvieron rendimientos de 0.04 y 0.12%, respectivamente
(Bosquiroli et al., 2017). Seria interesante llevar a cabo la extraccién y cuantificacién de aceites
esenciales en época seca para verificar el porcentaje de rendimiento, y concluir si la época del afio
influye en el contenido de aceites esenciales y su composicion.

Tabla 11. Resultados de la cuantificacion de aceites esenciales de especies vegetales por medio del
M¢étodo Clevenger.

Nombre cientifico Nombre comiin Familia | Organo Rendimiento %v/m
(mL/g)
Piper standleyi "Lima de montafia" | Piperaceae | Hojas 0.03 +/- 0.0023
Nectandra martinicensis "Canel6n" Lauraceae | Hojas No observado
Ocotea veraguensis "Canela de monte" | Lauraceae | Hojas 0.02 +/- 0.0039
Zanthoxylum culantrilo "Cedro-espino" Rutaceae Hojas 0.07 +/- 0.0069
Persea americana "Aguacate de olor" | Lauraceae | Hojas 0.58 +/-0.0372

Por otra parte, el rendimiento de aceites esenciales obtenidos en las diferentes especies
vegetales aromaticas (mL/Kg de planta fresca) se muestra en la Tabla 12.

Debido a que es un rendimiento bajo, se llevaron a cabo una serie de extracciones con material
fresco de P. standleyi, O. veraguensis, Z. culantrilo y P. americana (1.6, 1.9, 0.87 y 1 Kg),
respectivamente, obteniéndose 0.5, 0.6, 0.4 y 6 mL de aceite esencial. Estos serdn utilizados para
analisis de capacidad antioxidante, actividad microbiologica y determinacion de la composicion
quimica en un analisis posterior en colaboracion con la Dra. Ilaria Bruni, de la Universidad de Milano-
Bicocca, Italia.

Tabla 12. Cantidad de aceite esencial extraido en 1Kg muestra de especies vegetales.

Nombre cientifico Aceite esencial extraido (mL)

Piper standleyi 0.3
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Nectandra martinicensis No observado

Ocotea veraguensis 0.6
Zanthoxylum culantrilo 0.4
Persea americana 6

2) Puesta a punto de la actividad antioxidante en el aceite esencial de “Limon”

En el Apartado 1, literal 2e, pagina 11, sobre ensayo de la capacidad antioxidante de la pulpa
de café, es de hacer notar que los principios y reacciones quimicas que se desarrollan son las mismas
que se llevaran a cabo con los aceites esenciales, la unica diferencia se centra en los solventes utilizados
para disolver las muestras en ambos métodos, esto es debido a las polaridades contrapuestas que
presenta tanto el extracto acuoso de pulpa de café (polar) vs los aceites esenciales (no polares).

Asi, la puesta a punto de la determinacion de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales,
sigue las siguientes metodologias:

Preparacion de la curva de calibracion con estindar de Trolox
- Se procedié como lo indica el Apartado I, literal 2e, pagina 11 (ver Figura 10)

Preparacion de la curva de calibracion con estandar de dacido Ascorbico
- Se preparé la curva de calibracion de Acido Ascorbico entre 0.57 a 568 uM, con al menos 5
puntos.
Preparacion de la solucion de DPPH [50 uM|
- Se procedié como lo indica el Apartado I, literal 2e, pagina 11 (ver Figura 10)

Preparacion de la solucion de trabajo
- Se prepararon 3 soluciones de trabajo con concentraciones de aceites esenciales entre 15 a 25
mg/mL en metanol. (ver Tabla 13 y Figura 10).

Preparacion de las celdas
- Procedid de la misma manera como lo indica el apartado I, literal 2e, pagina 11 (ver figura 10).
Lectura de celdas en equipo UV
- Se realizaron las lecturas a una longitud de onda de 515 nm, con un espectrofotometro UV-
Vis, modelo GENESYS 10S UV-Vis (ver Figura 10).

La actividad antioxidante del aceite esencial de “Limoén” (Citrus x aurantifolia) (ver Tabla 13
y Figura 10), fue llevada a cabo con unas muestras de hojas recolectadas en la Finca Quinta Marisol,
Canton El Jocoton, Municipio de Coatepeque, Departamento de Santa Ana (ver Tabla 13).

Asi, se realizaron 4 ensayos para determinar la puesta a punto de la metodologia, asi, en el
primer ensayo se prepararon concentraciones de 0.7 mg/mL, 1.5 mg/mL y 3.0 mg/mL,
respectivamente. El segundo ensayo, las concentraciones se aumentaron a 10 mg/mL, 15 mg/mL y 20
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mg/mL, respectivamente y en el tercer ensayo se aumentd mas las concentraciones trabajando con 20
mg/mL, 35 mg/ml y 50 mg/mL, respectivamente.

Debido a la variacion en los resultados, se optod por concentraciones intermedias (del segundo
y tercer ensayo) trabajando el cuarto ensayo con concentraciones de 15 mg/mL, 20 mg/mL y 25
mg/mL, respectivamente.

La actividad antioxidante del aceite esencial de “Limdn” se expresd en ICso, la cual es una
medida que identifica la cantidad minima necesaria de una especie antioxidante (aceite esencial) para
reducir al 50% la concentracion de una sustancia oxidante dentro de la solucion de trabajo, por lo tanto,
se espera que a mejor capacidad antioxidante que tenga la solucion en estudio, su ICso, sea menor, y
se compara con el estandar de Trolox y estandar de Acido ascorbico (ver Tabla 13).

El resultado del ICso, del ensayo No. 1 fue de 283.94 & 5.93 mg/mL, del ensayo No.2 fue ICso
=250.74 + 23.57 mg/mL, del tercero tuvo un ICso de 365.76 £ 0.25 mg/mL y el cuarto, fue de 175.44
+ 0.82 mg/mL.

Por lo tanto, se determind que las concentraciones de 15 mg/mL, 20 mg/mL y 25 mg/mL,

mantienen la mejor capacidad antioxidante del aceite esencial, mostrando un menor ICso, (ver Tabla
13).
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Llenado de celdas Lectura delas celdas en eqnipu-} v

Fig 10. Desarrollo del método de cuantificacion de actividad antioxidante en el aceite esencial de
“Limén”.

Tabla 13. Ensayos para la determinacion de la capacidad antioxidante en aceite esencial de “Limon”.

N° ensayo 1 2 3 4
Concentraciones 0.7 10 20 15
(mg/mL)
1.5 15 35 20
3.0 20 50 25
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ICso 283.94 +5.93 250.74 + 23.57 365.76 £ 0.25 175.44 + 0.82
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

La actividad antioxidante de los aceites esenciales se expreso en ICso, y se compard frente a
dos estandares, Trolox y acido ascorbico, esto se debe a que son dos moléculas antioxidantes utilizadas
ampliamente en ensayos antioxidantes (Gomez-Ordofiez et al., 2018) y en el caso del 4cido ascorbico,
es un potente agente reductor, lo que significa que dona electrones facilmente a las moléculas
receptoras el cual también y es también muy utilizado en ensayos de actividad antioxidante (Rivas et
al., 2020).

h) Actividad antioxidante de los aceites esenciales de especies aromdticas seleccionadas de los viajes
de bioprospeccion.

Debido a los posibles efectos cancerigenos de algunos antioxidantes sintéticos, la investigacion
sobre la extraccion y evaluacion de antioxidantes naturales estd recibiendo una atencidon cada vez
mayor. Debe recordarse que los antioxidantes previenen la oxidacion de las cadenas de radicales libres,
que destruyen la integridad de la membrana, lo que con mayor frecuencia conduce a la lisis celular.

La actividad antioxidante de los aceites esenciales de las especies vegetales aromaticas (Piper
standleyi, Ocotea veraguensis, Zanthoxylum culantrilo y Persea americana, ver Tabla 14), se
determin6 mediante el método DPPH, el cual determina actividades de captura de material radicalario,
en presencia de una sustancia antioxidante, midiendo el potencial de inactivacion de dicho radical en
medio acuoso, y a mayor captacion del radical libre por parte del antioxidante, habrd una mayor
disminucién de la absorbancia inicial del radical DPPH.

Cabe recordar que el andlisis de la actividad antioxidante no se realizd en Nectandra
martinicensis, ya que no se observaron aceites esenciales durante la extraccion, como se discutio en la
seccion anterior.

Tabla 14. Actividad antioxidante de Piper standleyi, Ocotea veraguensis, Zanthoxylum culantrilo y
Persea americana

Aceite esencial ICso (mg/mL)
Piper standleyi 171.32+1.18
Ocotea veraguensis 310.25 £ 1.8
Zanthoxylum culantrilo 44.6 £ 0.58

Persea americana 138.65 £ 1.15
Trolox 68.7+0.7
Acido ascérbico 542+1.2

La capacidad de captura de radicales libres de aceite esencial se determind mediante los
métodos espectrofotométricos de DPPH y se expresaron en ICsp el cual significa la concentracion de

37

*
* *
* *
Fant Este proyecto es financiado por la UNION EUROPEA

UNION EUROPEA



antioxidante necesaria para reducir la concentracion inicial de DPPH en un 50%, es decir a la mitad,
por lo que cuanto menor sea la ICso, mayor sera la actividad antioxidante (Atoui et al., 2005).

En el analisis de capacidad antioxidante de los aceites esenciales extraidos (Ver tabla 14), se
observod que el aceite esencial de Z. culantrilo, mostr6 la mayor actividad captadora de radicales libre
con un ICso de 44.6 = 0.58 mg/mL en comparacidon con las otras especies aromaticas analizadas, e
incluso mayor capacidad antioxidante que los estandares de referencia (Trolox=68.7 £ 0.7 mg/mL y
acido ascorbico 54.2 = 1.2 mg/mL, respectivamente).

En especies de Zanthoxylum colectadas en Costa Rica, se ha determinado que los
monoterpenoides aciclicos y monoterpenoides tipo mentano fueron los mas abundantes en los aceites
esenciales procedentes de las hojas y pueden ser los responsables de la actividad antioxidante (Setzer
et al., 2005). Esta tedrica la podremos demostrar hasta llevar a cabo el andlisis de la composicion
quimica del aceite esencial mediante Cromatografia de gases-Masas, como lo indique en la seccion
anterior.

En el caso de la capacidad antioxidante de P. americana (138.65 = 1.15 mg/mL) y P. standleyi
(171.32 £ 1.18 mg/mL) se puede considerar moderada si lo comparamos con los estandares utilizados,
por otro parte, la capacidad antioxidante de O. veraguensis (310.25 = 1.8 mg/mL) es débil (ver Tabla
14).

i) Actividad antimicrobiana en aceites esenciales

La actividad antimicrobiana en aceites esenciales, es ampliamente ensayada, debido a los
buenos resultados obtenidos frente a diferentes microorganismos patdégenos, ahora bien, cada vez se
ha observado resistencia por parte de las cepas ensayadas, por lo que es muy importante, continuar
ensayandolos.

A continuacidn, se presenta la metodologia microbioldgica de Kirby-Bauer (con sus ensayos
de estandarizacion en el aceite esencial proveniente de las hojas de “Limon”, Citrus x aurantifolia)
que se utilizaran, tanto en los aceites esenciales de las especies seleccionadas, como en los aceites
esenciales de las especies que se utilizaran para la fabricacion de fitocosméticos (Apartado III).

Los ensayos microbiologicos para algunas especies aromaticas seleccionadas como las
especies aromaticas que se utilizaran para la fabricacion de fitofArmacos no se han concluido, y por el
momento se presentan algunos resultados preliminares interesantes.

Estandarizacion de bacterias
Las bacterias utilizadas en el estudio fueron: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica 'y Escherichia coli.

Preparacion de la suspension madre de microorganismo para estandarizacion.

- Se prepararon tubos con 9 ml de solucion salina (ss) y tubos con 18 ml de ss.

- Deun tubo de 9 ml de ss, se extrajo 5 ml y se vertio de forma uniforme en la placa previamente
inoculada con la bacteria, de modo de cubrir toda la placa con la ss.

- Se rasp6 el crecimiento microbiano, con la ayuda de un asa esterilizada, hasta formar una
suspension de cada una de las bacterias en estudio.

- Se extrajo la suspension con una jeringa estéril y se coloco en un tubo estéril.

- Se transtirié 1 ml de la suspension madre del microorganismo a un tubo con 9 mL de SS. Esto
se convertira en una suspension estandarizada.

Determinacion de absorbancia de la suspension estandarizada de cada microorganismo.
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- Se extrajo 1-2 ml de la suspension anterior y se transfirio a una celda de lectura del
espectrofotometro UV-Vis.

- Se midi6o la absorbancia de cada suspension a 620 nm. Ajustar la absorbancia de cada
suspension a 0.3-0.4 para bacterias Gram (+) 6 0.2-0.3 para bacterias Gram (-).

- El blanco utilizado fue la solucion salina.

Preparacion de las diluciones de suspension estandarizada de microorganismos.

- Se hicieron las diluciones necesarias de la suspension estandarizada, tomando 1 mL de la
suspension anterior y colocandolo en 9 mL de solucion salina. Se repiti6 este procedimiento
hasta obtener conteos bacterianos entre 25-250 UFC/placa.

- Se transfiri6 1 ml de las ultimas tres diluciones a una placa vacia respectivamente rotulados.

- Se verti6 el agar Plate Count en la placa que contenia el mililitro de la suspension bacteriana,
y se homogeneizo el contenido de la placa.

- Las placas se incubaron a 35 - 37 °C durante 24 horas. Luego del periodo de incubacion, se
realizaron los conteos respectivos.

Meétodo Kirby- Bauer

El método Kirby-Bauer (método de difusiéon en agar) es empleado para determinar la
sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibidtico. Este método comprende lo que se
denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana frente a drogas especificas, en este
caso ocupamos aceite esencial a diferentes concentraciones diluido con DMSO al 10%,
especificamente el aceite esencial de las hojas de “Limon” frente las bacterias antes mencionadas.

Preparacion del DMSO al 10%
Se diluyé 1 ml de DMSO en 9 ml de ss con ayuda de una micropipeta de 1 ml, para obtener 10 ml de
DMSO al 10%, que ocuparemos para hacer las diluciones de las concentraciones del aceite esencial.

Preparacion de las concentraciones
- Se peso 40mg del aceite esencial y diluir en 5 mL de DMSO al 10%, esta era nuestra solucion
inicial para preparar 2ml de las diferentes concentraciones:
C1: 4,000 pg/mL
- Se transfiri6 de la solucién inicial 750uL a un vial previamente limpio, seco y esterilizado.
- Agregaron 1,250uL de DMSO al 10%.
- Se homogeneizo y rotulé como “C1”.

C2: 3,000 pg/mL
- Se transfirio 1,666uL de la solucion “C1” a un vial previamente limpio, seco y esterilizado.
- Agregaron 334uL. de DMSO al 10%.
- Se homogeneiz6 y rotuld como “C2”.

C3: 2,000 pg/mL
- Se transfiri6 1,600uL de la solucién “C2” a un vial previamente limpio, seco y esterilizado.
- Agregaron 400uL de DMSO al 10%.
- Se homogeneizo y rotulé como “C3”.
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C4: 1,000 pg/mL
- Se transfirié 1000uL de la solucioén “C3” a un vial previamente limpio, seco y esterilizado.
- Agregaron 1000pL de DMSO al 10%.
- Se homogeneiz6 y rotuld como “C4”.

Discos de sensibilidad a utilizar segun bacteria seleccionada
Staphylococcus aureus: Ciprofloxacina y Vancomicina; Pseudomonas aeruginosa:

Ciprofloxacina y Norfloxacina; Salmonella enterica: Ciprofloxacina y Trimetoprim Sulfametoxazol y
para Escherichia coli: Amikacina y Cefadroxilo.
Preparacion del medio de cultivo: agar Miiller Hinton

- Se peso6 17 g de agar Miiller Hinton

- Sediluyo en 500 ml de agua destilada, se calentd y agitd hasta que el medio empez6 a ebullir.

- Se enftrio y esterilizo en la autoclave por 2 horas y media.

- Se repiti6 el procedimiento para preparar 2 frascos de 500ml.

Preparacion de las placas
- Severti6 la cantidad de 20 ml aproximadamente sobre 30 placas medianas donde se realizaron
las pruebas.
- Se solidificé y rotuld con el nombre del medio y la fecha.

Preparacion de frascos de 50 ml de agar Miiller Hinton
Estos frascos se utilizaran para la inoculacion de cada bacteria seleccionada.
- Se peso6 1.7g del agar Miiller Hinton.
- Se diluy6 en 50 ml de agua destilada en un frasco de vidrio limpio, seco y esterilizado, luego
se calento y agitd hasta ebullicion.
- Se enfrid y se puso en autoclave por 2 horas y media.
- Se coloco en bafio maria a 42-46 °C.

Desarrollo del método Kirby-Bauer
Nota: Todo el procedimiento se debe realizar en un ambiente estéril.
Se utilizaran 7 placas por cada microorganismo:
- 1 placa como control (+): donde se colocaron los discos de sensibilidad de antibidticos segun
la bacteria.
- 1 placa como control (-): donde se colocaron solo el DMSO al 10% en los micropocillos
- 4 placas con las concentraciones: C1, C2, C3 y C4
- 1 placa solo con el microorganismo para monitorear el crecimiento de este.

Preparacion de las placas con microorganismos

- Se transfiri6 a un tubo con solucion salina de 9 ml, 1 ml del estindar de microorganismos de
10° UFC/ml, se agit6 y homogeneizo.

- Se tomo6 0.03ml equivalentes a 30uL de la solucion anterior y se transfirio al frasco de 50 ml
del agar Miiller Hinton.

- Sehomogeneizd y con la ayuda de una micropipeta, se vertié 4 mL sobre una placa previamente
preparada de 20 ml de agar Miiller Hinton.

- Se agit6 a modo de cubrir toda la placa con el microorganismo y dejo solidificar.
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- Se repiti6 el procedimiento para las 7 placas de cada bacteria. Una de las 7 placas de cada
bacteria se utilizd Unicamente para monitorear el crecimiento de bacterias.
- Luego de que solidifican, con ayuda de unos horadadores previamente limpios, secos y
esterilizados, se realizd 3 pocillos en 5 placas de cada microorganismo.
Nota: Siempre descartar las puntas para cada microorganismo.

Preparacion de la placa Control (+)

- Se tomd una placa previamente inoculada con los 4 ml de microorganismos ya solidificada sin
pocillos y se coloco 1 disco de sensibilidad de cada antibiotico segliin corresponda la bacteria,
no debe colocarlo muy cerca del borde de la placa ni estar muy juntas entre ellas para poder
distinguir el diametro de cada halo después de las 24 horas de inoculacion.

Preparacion de la placa Control (-)
- Se tomo una de las placas que tienen pocillos y se colocd, dentro de cada pocillo, 6 gotas de
DMSO al 10% y se dejo en reposo.

Preparacion de las placas segun concentraciones de aceite esencial
- Se tomo una de las placas con pocillos, para la primera concentracion y se rotulé como “C1”,
con la ayuda de una micropipeta, se colocaron 6 gotas de la concentracion 1 de aceite esencial
en cada pocillo y se dejo reposar.
- Se repiti6 el procedimiento para la concentracion 2, 3 y 4.
- Se llevaron las 28 placas a la incubadora por 24 horas.

Resultados esperados
- Se observan los halos formados alrededor de cada pocillo donde se colocd el aceite esencial y
los halos de cada antibidtico que se utilizd como referencia, pasado el tiempo requerido para la
lectura.

Nota: Un antibiético susceptible debe ser mayor a 16 mm de diametro, un antibiotico susceptible
intermedio debe ser entre 12 mm y 15 mm de diametro, debajo de estos rangos la bacteria es
resistente al antibiotico o sustancia antimicrobiana.

J) Resultados y discusion de resultados

Controles positivos frente a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica y
Escherichia coli.

Se utilizaron controles positivos, es decir, antibioticos que inhiben las bacterias seleccionadas
para comparar los resultados del aceite con el que se estaba llevando a cabo la actividad
antimicrobiana, estos controles positivos se observaron en placas rotuladas como “C(+)” (ver Figura
11). donde se colocaron discos de sensibilidad del antibidtico seglin la bacteria. A continuacion, se
muestran los halos formados por los antibidticos como controles positivos frente a Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica y Escherichia coli (ver Figura 11).

Los antibi6ticos utilizados como controles positivos fueron:
° Ciprofloxacina y Norfloxacina (Pseudomonas aeruginosa)
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° Vancomicina y Ciprofloxacina (Staphylococcus aureus)
Trimetoprim sulfametoxazol y Ciprofloxacina (Salmonella entérica)
° Amikacina y Ceftriaxona (Escherichia coli)
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Pseudomonas aeruginosa

C5 C5
Halo de Halo de
Norfloxacina: ¥ . Ciprofloxacina:
33 cmde 8 3.6 cm de
didgmetro | didmetro
Staphviococcus aqureus
C5 C5
Halo de Halo de
Ciprofloxacina: Vancomicina:
2.8 cmde 1.8 cm de
diametro didmetro
Salmonella enterica
C5 C5
Halo de Halo de
Trimetoprim Ciprofloxacina:
sulfametoxazol: 3.7 cmde
1.8 cm de diametro
diametro
Escherichia coli
C5 C5
Halo de Halo de
Amikacina: Ceftriaxona: 1.8
1.9cm de cm de diametro
diametro
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Fig 11. Controles positivos para ensayo microbioldgico del aceite de “Limon” frente a Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica 'y Escherichia coli.

Como se puede observar en la Figura 11, los halos formados por estos discos, detallan el tamafio
del diametro que se formd, asi, frente a Pseudomonas aeruginosa, el antibidtico mas eficaz fue
Ciprofloxacina, con un halo de inhibicion de 3.6 cm de didmetro y para Norfloxacina el halo de
inhibicion fue de 3.3 cm de didmetro. Frente a Staphylococcus aureus, el antibidtico mas eficaz fue
Ciprofloxacina con un halo de inhibicion de 2.8 cm de diametro y en menor grado fue Vancomicina
con un didmetro de halo de 1.8 cm de diametro.

También se observar (Figura 11) que el antibidtico mas eficaz contra Salmonella enterica fue
Ciprofloxacina, con un halo de inhibicién de 3.7 cm de diametro y para Trimetoprim sulfametoxazol
fue un halo de 1.8 cm de diametro.

Por ultimo, los antibidticos ensayados frente a Escherichia coli fueron Amikacina, el cual
formo6 el mayor halo de inhibicion con 1.9 cm de didmetro y Ceftriaxona con un halo de inhibicion de
1.8cm de didmetro, respectivamente.

Primer ensayo del aceite de “Limon” frente a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

Este se realizo frente a Pseudomonas aeruginosa, bacteria Gram (-) y Staphylococcus aureus
bacteria Gram (+) (ver Figura 11).

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron las siguientes:

° Control negativo solucion de DMSO 10%
° 1000 pg/mL

° 500 pg/mL

° 250 pg/mL

° 125 pg/mL

El aceite esencial se diluy6 con solucion de DMSO 10%, y se colocaron en los pocillos sobre
el medio de cultivo, en la placa de Petri “C1” (ver Figura 12). Esta placa contiene la dilucién con la
concentracion mas alta de aceite esencial, luego las placas “C2” hasta “C4” (ver Figura 12), poseen
las otras diluciones de aceite esencial de mayor a menor concentracion. La placa de control negativo
“C (-)” (ver Figura 12), s6lo contenia DMSO 10%, el cual no posee capacidad antimicrobiana a la
concentracion utilizada en el ensayo (ver Figura 12).
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Fig 12. Primer ensayo microbioldgico del aceite de “Limén” frente a Pseudomonas aeruginosa 'y
Staphylococcus aureus.

En el primer ensayo se observd que el aceite esencial de “Limoén” no presenta formacion de
halos de inhibicion frente a los microorganismos Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus,
esto implica que las concentraciones del aceite esencial en estas diluciones son ineficaces como agentes
antimicrobianas.

Segundo ensayo del aceite esencial de “Limon” frente a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica 'y Escherichia coli

Este se realizd ensayando aceite esencial “Limén” frente a Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus y Escherichia coli (ver Figura 13), el cual se realiz6 con
concentraciones mas altas y con dos microorganismos mas, siguiendo el procedimiento del primer
ensayo.

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron:

° Control negativo solucion de DMSO 10%
° 3000 pg/mL
° 2500 pg/mL
° 2000 pg/mL
° 1000 pg/mL
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Pseudomonas aeruginosa

Observaciones: No presenta
halos en ninguna
concentracion de aceite
esencial

Salmonella enterica

Observaciones: Presenta
halos pequefios de 0.5 cm de
didmetro en la concentracion
C1 de 3000 pg/m] de aceite
esencial en dos de los
micropocillos realizados.

Fig 13. Segundo ensayo microbioldgico del aceite esencial de “Limon” frente a Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica y Escherichia coli
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Staphylococcus aureus

Observaciones: Presenta
halos 0.7 cm pequenios en la
concentracion C1 de 3000
ng/ml de aceite esencial en
uno de los micropocillos
realizados.

Observaciones: No presenta
halos en ninguna
concentracion de aceite
esencial
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Fig 13. Segundo ensayo microbiologico del aceite esencial de “Limén” frente a Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica y Escherichia coli

Segun los resultados presentados en la figura anterior, el aceite esencial de “Limén”, no
presentd inhibicion frente a Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli a las concentraciones
ensayadas.

Por otro lado, al ensayar el aceite esencial de “Limdn” a la concentracion de 3000 mg/ml frente
a Salmonella enterica y Staphylococcus aureus, presentd halos pequefios de inhibicién de 0.8 cm y 0.7
cm respectivamente, sin embargo, no determina con certeza que el aceite tenga la capacidad
antimicrobiana.

Primer ensayo del aceite esencial de la hoja de Ocotea veraguensis frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Este se realizo frente a Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, bacterias Gram (-) y
Staphylococcus aureus bacteria Gram (+).

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron las siguientes:

. Control negativo solucion de DMSO 10%
. 125 pg/mL

. 100 pg/mL

. 75 pg/mL

. 50 pg/mL

. 25 pg/mL

El aceite esencial se diluy6 con solucién de DMSO 10%, y se colocaron en los pocillos sobre
el medio de cultivo, en la placa de Petri “C1”. Esta placa contiene la dilucion con la concentracion mas
alta de aceite esencial, luego las placas “C2” hasta “C5”, poseen las otras diluciones de aceite esencial
de mayor a menor concentracion. La placa de control negativo “C (-)”, s6lo contenia DMSO 10%, el
cual no posee capacidad antimicrobiana a la concentracion utilizada en el ensayo.

En el primer ensayo se observo que el aceite esencial de la hoja de O. veraguensis no presenta
formacion de halos de inhibicion frente a los microorganismos Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus, esto implica que las concentraciones del aceite esencial en estas
diluciones son ineficaces como agentes antimicrobianas.

Segundo ensayo del aceite esencial de la hoja de Ocotea veraguensis frente a Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Este se realiz6 ensayando aceite esencial de la hoja de O. veraguensis frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, el cual se realizdé con concentraciones mas altas,
siguiendo el procedimiento del primer ensayo.

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron:
. Control negativo solucion de DMSO 10%

. 5000 pg/mL

. 4000 pg/mL
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. 3000 pg/mL
. 2000 pg/mL
. 1000 pg/mL

Segun los resultados obtenidos, el aceite esencial de la hoja de O. veraguensis, no presentd
formacion de halos de inhibicion frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus a las concentraciones ensayadas, lo cual indica que el aceite esencial a estas concentraciones
no presenta actividad antimicrobiana.

Primer ensayo del aceite esencial de la hoja de Piper standleyi frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus.

Este se realizo6 frente a Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Salmonella enterica,
bacterias Gram (-) y Staphylococcus aureus bacteria Gram (+).

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron las siguientes:

. Control negativo solucion de DMSO 10%
. 125 pg/mL

. 100 pg/mL

. 75 pg/mL

. 50 pg/mL

. 25 pg/mL

El aceite esencial se diluyd con solucién de DMSO 10%, y se colocaron en los pocillos sobre
el medio de cultivo, en la placa de Petri “C1”. Esta placa contiene la dilucion con la concentracion mas
alta de aceite esencial, luego las placas “C2” hasta “C5”, poseen las otras diluciones de aceite esencial
de mayor a menor concentracion. La placa de control negativo “C (-)”, s6lo contenia DMSO 10%, el
cual no posee capacidad antimicrobiana a la concentracion utilizada en el ensayo.

En el primer ensayo se observo que el aceite esencial de la hoja de P. standleyi no presenta
formacion de halos de inhibicion frente a los microorganismos Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus, esto implica que las concentraciones del
aceite esencial en estas diluciones son ineficaces como agentes antimicrobianas.

Segundo ensayo del aceite esencial de la hoja de Piper standleyi frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus.

Este se realiz6 ensayando aceite esencial de la hoja de P. standleyi frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus, el cual se realizd con

concentraciones mas altas, siguiendo el procedimiento del primer ensayo.

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron:

. Control negativo solucion de DMSO 10%
. 5000 pg/mL
. 4000 pg/mL
. 3000 pg/mL

. 2000 pg/mL
50

*
* *
* *
Fant Este proyecto es financiado por la UNION EUROPEA

UNION EUROPEA



. 1000 pg/mL
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Staphyviococcus aureus

Concentracion 1: 3000 pg/mL Halo: 12.6 mm

Halo: 11.15 mm

Halo: 11.1 mm

Fig 14. Segundo ensayo microbioldgico del aceite esencial de hoja de Ocotea veraguensis frente a
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica y Escherichia coli
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Staphvlococcus aureus

Concentracion 4: 2000 pg/mL

Halo: 11.05 mm

Halo: 10.1 mm
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Fig 14. Segundo ensayo microbioldgico del aceite esencial de hoja de Ocotea veraguensis frente a
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica 'y Escherichia coli

Segun los resultados obtenidos, el aceite esencial de la hoja de Piper standleyi, no presentd
formacion de halos de inhibicion frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella
enterica a las concentraciones ensayadas, lo cual indica que el aceite esencial a estas concentraciones
y con estas bacterias no presenta actividad antimicrobiana.

Por otro lado, P. standleyi presentd formacion de halos de inhibicion frente a Staphylococcus
aureus, sin embargo, el tamafio del didmetro del halo no es suficiente para afirmar que la bacteria es
sensible a este aceite esencial.

Cabe mencionar que, se realizaran pruebas a concentraciones mas altas para determinar si hay
alguna sensibilidad significativa como antimicrobiano.

Primer ensayo del aceite esencial de la hoja de Zanthoxylum culantrilo frente a Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus.

Este se realizd frente a Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica,
bacterias Gram (-) y Staphylococcus aureus bacteria Gram (+).

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron las siguientes:

. Control negativo solucion de DMSO 10%
. 125 pg/mL

. 100 pg/mL

. 75 pg/mL

. 50 pg/mL

. 25 pg/mL

El aceite esencial se diluy6 con soluciéon de DMSO 10%, y se colocaron en los pocillos sobre
el medio de cultivo, en la placa de Petri “C1”. Esta placa contiene la dilucion con la concentracion mas
alta de aceite esencial, luego las placas “C2” hasta “C5”, poseen las otras diluciones de aceite esencial
de mayor a menor concentracion. La placa de control negativo “C (-)”, s6lo contenia DMSO 10%, el
cual no posee capacidad antimicrobiana a la concentracion utilizada en el ensayo.

En el primer ensayo se observo que el aceite esencial de la hoja de Z. culantrilo no presenta
formacion de halos de inhibicion frente a los microorganismos Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus, esto implica que las concentraciones del
aceite esencial en estas diluciones son ineficaces como agentes antimicrobianas.

Segundo ensayo del aceite esencial de la hoja de Zanthoxylum culantrilo frente a Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus.

Este se realiz6 ensayando aceite esencial de la hoja de O. veraguensis frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus, el cual se realizé con
concentraciones mas altas, siguiendo el procedimiento del primer ensayo.

Las concentraciones de aceite esencial ensayadas fueron:
. Control negativo solucion de DMSO 10%
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. 5000 pg/mL
. 4000 pg/mL

. 3000 pg/mL
. 2000 pg/mL
. 1000 pg/mL

Segun los resultados obtenidos, el aceite esencial de la hoja de Z. culantrilo, no presentd
formacion de halos de inhibicion frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica y Staphylococcus aureus a las concentraciones ensayadas, lo cual indica que el aceite esencial
a estas concentraciones no presenta actividad antimicrobiana.

Por otra parte, el aceite esencial P. americana, no presento halos de inhibicion frente a ninguno
de los microorganismos ensayados, lo que indica que el aceite esencial no se puede considerar como
un agente antimicrobiano.

Investigaciones sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de P. americana,
demostraron que el aceite esencial posee actividad antimicrobiana a concentraciones superiores
a900,000 pg/mL, frente a contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Araujo, et al., 2010)

k) Conclusiones

Se llevaron a cabo 8 viajes de bioprospeccion entre los meses de febrero a octubre a tres areas
naturales del Departamento de Sonsonate (Finca San Jorge, San Julidn y La Golondrinera, Nahuizalco)
y a tres areas naturales del Departamento de Ahuachapan (Laguna Verde y Laguna Las Ninfas en
Apaneca y Finca Esperanza de San Francisco en Jujutla). De estos viajes se identificaron 143 especies
especies vegetales, de las cuales se enlistaron 18 especies aromaticas, principalmente de las familias
Lauraceae, Lamiaceae, Piperaceae y Verbenaceae. En base a un anélisis bibliografico, disposicion de
material vegetal, capacidad de desarrollo experimental en el LIPN, etc., se seleccionaron cinco
especies vegetales aromaticas para llevar a cabo la extraccion, cuantificacion de aceites esenciales,
determinacion de la capacidad antioxidante y microbioldgica, y son: Piper standleyi Piperaceae,
Ocotea veraguensis Lauraceae, Nectandra martinicensis Lauraceae, Persea americana Lauraceae y
Zanthoxylum culantrilo Rutaceae. En el caso de P. standleyi y Z. culantrilo, es la primera vez que se
lleva a cabo estudios fitoquimicos y bioldgicos.

Por otra parte, los rendimientos de la extraccion de los aceites esenciales de P. standleyi, O.
veraguensis, Z. culantrilo 'y P. americana, se encuentran dentro del promedio que presentan los aceites
esenciales en las especies vegetales aromaticas (0.1 a 1%), destacandose P. americana, ya que posee
un mayor rendimiento de obtencidn, con una relacion de 50 veces mas que los otros aceites esenciales
obtenidos. El caso de N. martinicensis, es peculiar, ya que no se observo la presencia de aceites
esenciales.

En cuanto al andlisis de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales, se observo que el
aceite esencial de Z. culantrilo, mostr6 la mayor actividad captadora de radicales libre en comparacion
con las otras especies aromaticas analizadas, e incluso mayor capacidad antioxidante que los
estandares de referencia, Trolox y 4cido ascorbico, respectivamente.

Sera interesante llevar a cabo el analisis de la composicion quimica del aceite esencial de Z.
culantrillo, mediante Cromatografia de gases-Masas, como de los otros aceites esenciales, para
determinar la composicion quimica de los mismos, y asi relacionarlos con los resultados obtenidos.

De los cuatro aceites esenciales ensayados, O. veraguensis, Z. culantrilo, P. americna 'y P.
standleyi, frente a bacterias Gram (-) y Gram (+), solo el aceite esencial de P. standleyi, presentd
susceptibilidad frente a Staphylococcus aureus un microorganismo gram positivo, importante en las
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infecciones nocosimiales en pacientes con estancia hospitalaria prolongada, cirugia reciente,
requerimiento de didlisis o presencia de dispositivos médicos invasivos.

PARTE III: EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE ESPECIES AROMATICAS
PARA LA FABRICACION DE FITOCOSMETICOS

a) Recoleccion y extraccion de especies aromdticas para la fabricacion de fitocosméticos

La seleccion de las especies vegetales aromaticas para la fabricacion de fitocosméticos, fue
consensuada a través de las reuniones que llevaron a cabo con la Dra. Ilaria Bruni del Departamento
de Biotecnologia y Biociencia de la Universidad de Milano-Bicocca, Italia como con el Lic. Moisés
A. Guerra del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador.

Asi, se seleccionaron las hojas de “Limén” (Citrus x aurantifolia, Rutaceae), hojas de “Ciprés’
(Cupressus lusitanica, Cupressaceae), hojas de Romero (Rosmarinus officinalis, Lamiaceae), hojas de
“BEucalipto” (Eucalyptus citriodora, Myrtaceae) y rizoma de “Jengibre” (Zingiber officinale,
Zingiberaceae) ver Figura 15.

b
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Fig. 15. Especies vegetales aromaticas recolectadas en la Finca Quinta Marisol, Coatepeque, Santa
Ana.

Estas especies vegetales fueron recolectadas en 13 viajes realizados a la Finca Quinta Marisol,
Canton El Jocoton, Municipio de Coatepeque, Departamento de Santa Ana (Figura 16), segtin la Tabla
15.
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Tabla 15. Viajes de recoleccion de especies aromaticas a la Finca Quinta Marisol, Canton El Jocoton,

Coatepeque, Santa Ana.

Fig. 16 Viajes de recoleccion de especies vegetales aromaticas utilizadas en la fabricacion de
fitocosméticos.

Especie vegetal/Parte de la Fecha de recoleccion GPS/Altitud
planta
Citrus X aurantifolia 7,11, 13 y 19 de julio 13°55.10'526"N,

“Limén”/Hojas

89°31.7'641"W/804 msnm

Cupressus lusitanica 21, 25,27, 29 de julio 13°55.11'53"N,
“Ciprés”/Hojas 89°31.6'077"W/826 msnm
Rosmarinus officinalis 9y 11 de agosto 13°55.10'526"N,
“Romero”’/Hojas 89°31.7'641"W/804 msnm
Eucalyptus citriodora 16 de agosto 13°55.11'457"N,
“Eucalipto”/Hojas 89°31.7'326"W/803 msnm
Zingiber officinale | 23 de agosto y 5 de septiembre 13°55.10'526"N,

“Jengibre”/Rizoma

89°31.7'641"W/804 msnm

Las especies vegetales fueron recolectadas y trasladadas al LIPN-FQF-UES, para llevar a cabo
la extraccién y cuantificacion de los aceites esenciales por medio del método Clevenger.
Posteriormente, los aceites esenciales obtenidos seran sometidos a la determinacion de la actividad
antioxidante y microbioldgica, ademas se le suministraran los aceites esenciales al Laboratorio de
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Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Quimica y Farmacia para la fabricacion de fitocosméticos
a microescala.

b) Cuantificacion de los aceites esenciales por medio del Método Clevenger

Para la extraccion y cuantificacion de los aceites esenciales por medio del método Clevenger
se siguid la metodologia de la parte I1.3.y Figura 9 (pag. 30).

Asi, las especies aromaticas se trasladaron en neveras a las instalaciones del LIPN-FQF-UES,
donde se procediod a separar las hojas de las ramitas (ver Figura 17), excepto en Z. officinale (que fue
rizoma). De acuerdo a los constantes procedimientos experimentales llevados a cabo en la preparacion
de las muestras, estas toman aproximadamente 2 horas, utilizando tres analistas para dicha operacion.

Luego de fraccionar las hojas de las especies aromaticas (con tijeras) se procedi6 al llenado y
pesado de las especies en balones de vidrio, donde se efectuaron tanto la extraccidon de aceites
esenciales como la determinacion del rendimiento por medio del método Clevenger.

Fraccionamiento de “Cipres” | Fraccionamiento de “Romero” Fraccionamiento de “Eucalipto”

Fig 17. Fraccionamiento de especies vegetales para extraccion de aceites esenciales.

El promedio del rendimiento de aceites esenciales en las especies aromaticas que se utilizara
para la preparacion de fitocosméticos fue entre 0.05 a 0.85%, ver Tabla 16.

Los aceites esenciales con mas bajo rendimiento fueron Z. officinale (0.05%) y C. lusitanica
(0.09%), en el caso de C. aurantifolia (0.27%) y R. officinalis (0.29%) tuvieron un rendimiento casi
idéntico, y la especie vegetal con mayor rendimiento fue E. citriodora (0.85%), ver Tabla 16.

Tabla 16. Rendimiento de aceites esenciales por medio del Método Clevenger.

Nombre cientifico Nombre comin Familia Organo | Rendimiento %v/m
(mL/g)
Citrus x aurantifolia "Limo6n" Rutaceae Hojas 0.27 +/- 0.027
Cupressus lusitanica "Ciprés" Cupressaceae Hojas 0.09 +/- 0.021
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Rosmarinus officinalis "Romero" Lamiaceae Hojas 0.29 +/- 0.022
Eucalyptus citriodora "Eucalipto" Myrtaceae Hojas 0.85 +/- 0.029
Zingiber officinale "Jengibre" Zingiberaceae Rizoma 0.05 +/- 0.001

El rendimiento de los aceites esenciales obtenido fue menor que los reportados en otros
estudios llevados a cabo, como se resume en la Tabla 17. Esto se puede deber al sitio de recoleccion,
altura del cultivo, clima, interaccidon con otras especies vegetales, etc. Ahora bien, los rendimientos
obtenidos en esta investigacion, estan dentro de los limites promedio para aceites esenciales.

Tabla 17. Comparacion de rendimientos obtenidos y rendimientos de estudios de otras investigaciones
utilizando el método de hidrodestilacion usando el aparato Clevenger.

Rendimiento Rendimientos
Nombre ‘1o . 7 .
(cientifico obtenido % v/m comparativos Organos Referencia
(mL/g) % v/m (mL/g)
| 061 Hojas Tchar;lgrllg et al.,
Citrus x 0.27 +/- 0.027
aurantifolia
0.40 Hojas Miller, 2010
Cupressus 0.27+/-0.02 Nteziyaremye et
o 5 e 0.09 +/- 0.021 0.34 +/- 0.02 Hojas aly 202f
! 0.39 +/- 0.01 N
Rosmarinus . Elyemni et al.,
officinalis 0.29 +/- 0.022 1.35 +/-0.04 Hojas 2019
1.2 Hojas Singh et al., 2012
Eucalyptus 0.85 +/- 0.029
citriodora
2.10 Hojas Manh et al., 2020
. Al-Dhahli et al.,
0.14y0.2 Rizoma 2020
Zingiber officinale 0.05 +/- 0.001 0.28-0.34 Rizoma Poudel et al., 2022
. Gunasena et al.,
1.2-1.5 Rizoma 2022

Los resultados obtenidos en cuanto al rendimiento de aceites esenciales en mL por material
vegetal fresco en kilogramos, varié entre 0.3-7.4 mL. Siendo el rendimiento mas bajo para el aceite
esencial de los rizomas de Zingiber officinale y el mayor para las hojas de Eucalyptus citriodora (ver
Tabla 18).
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Los datos expuestos en la Tabla 18, son importantes para el coste de la formulacién que se
estan llevamos a cabo en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica.

Tabla 18. Cantidad de aceite esencial extraido en 1 Kg muestra de especies vegetales.

Nombre cientifico Aceite esencial extraido (mL)
Citrus x aurantifolia 2.24
Cupressus lusitanica 0.47
Rosmarinus officinalis 4.24
Eucalyptus citriodora 7.40
Zingiber officinale 0.30

¢) Actividad antioxidante de los aceites esenciales

La determinacion de la actividad antioxidante de los aceites esenciales, se llevo a cabo segin
la metodologia expuesta en el apartado II pag. 31 y Fig. 10 (pag. 34).

Asi, se estimaron las actividades antioxidantes de C. aurantifolia, R. officinalis, E. citriodora,
C. lusitanica y Z. officinale (ver Tabla 19 y Figura 18).

Tabla 19. Actividad antioxidante de Citrus x aurantifolia, Rosmarinus officinalis, Eucalyptus
citriodora, Cupressus lusitanica y Zingiber officinale.

Aceite esencial ICs0 (mg/mL)
Citrus x aurantifolia “Limén” 175.44 + 0.82
Rosmarinus officinalis “Romero” 113.50£11.70
Eucalyptus citriodora “Eucalipto” 40.08 £ 1.60
Cupressus lusitanica “Ciprés” 194.73 £ 0.50
Zingiber officinale “Jengibre” 99.19 £ 4.50
Trolox 68.70 £ 0.70
Acido ascérbico 542 +1.20
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Los valores de actividad antioxidante se expresaron en (ICs), esto significa la concentracion
de un antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50%, asi, que
cuanto menor sea el ICso, mayor es la actividad antioxidante (Atoui et al., 2005).

En el andlisis de capacidad antioxidante de los aceites esenciales extraidos (Ver Tabla 19), se
observo que el aceite esencial de E. citriodora, mostr6 la mayor actividad captadora de radicales libre
con un ICsp de 40.08 = 1.60 mg/mL, en comparacion con las otras especies aromaticas analizadas, e
incluso, se observo mayor capacidad antioxidante que los estandares de referencia (Trolox = 68.7 +
0.7 mg/mL y 4cido ascorbico = 54.2 + 1.2 mg/mL, respectivamente).

En el caso de la capacidad antioxidante de Z. officinale (99.19 + 4.50 mg/mL) se puede considerar
moderada, si la comparamos con los estandares utilizados, por otro parte, la capacidad antioxidante de
R. officinalis (310.25 = 1.8 mg/mL), C. aurantifolia (175.44 + 0.82 mg/mL) y C. lusitanica (194.73 £
0.50 mg/mL) se consideran débiles (ver Tabla 19).

Cuando se obtengan los resultados de la determinacion de la actividad microbiologica de los
aceites esenciales de las cinco especies vegetales, se llevara a cabo un andlisis de la recopilacion de
resultados bibliograficos sobre composicion quimico de los mismos vs los resultados microbiologico
obtenidos en esta investigacion.

/1

Prepa.ral:ién de DPPH con ayuda de
multipipeta plus Eppendorf

Llenado de celda Lectura de celda en equipo UV

Fig. 18 Cuantificacion de la actividad antioxidante en aceites esenciales.
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d) Anadlisis microbioldgico

El ensayo microbiolédgico llevado a cabo con los aceites esenciales que seran utilizados para
la fabricacion de fitocosméticos, fue la microdilucion en caldo, como se explica a continuacion.

Meétodo de determinacion de la concentracion inhibitoria minima: Microdilucion en caldo

Este método se utiliza para determinar la concentracion inhibitoria minima de un aceite esencial
(concentracion mas a la que previene el crecimiento visible de un microorganismo luego de 18-24
horas de incubacion.

Es mas 1til en comparacion con otros métodos en los cuales se desea comprobar la actividad
antimicrobiana de un extracto, ya que se pueden ensayar rangos de concentraciones mas amplios.

Consiste en agregar volimenes de diferentes concentraciones del extracto a analizar en 96
pocillos con fondo en forma de U. (dentro de una placa pléstica estéril fabricada especialmente para
este tipo de analisis) El medio de cultivo utilizado para este analisis es el caldo Mueller Hinton
(Wiegand, et al, 2011).

En el analisis se debe llevar un control positivo y uno control negativo. El control positivo
estara compuesto de caldo mas in6culo mientras que el control negativo estara compuesto de caldo
mas extracto o aceite esencial a analizar. Para los ensayos de este método se realizd una estandarizacion
de las bacterias como se explica en la pagina 36, Parte L.

Previamente a realizar el ensayo, se debe preparar lo siguiente:

- Se debe preparar suficiente caldo Mueller Hinton en este caso para un 1 Litro de caldo se
necesita pesar 38 gr de este caldo en polvo, se disuelve en la cantidad apropiada de agua
destilada y luego se procede a esterilizar en autoclave.

- Estandarizacion de los microorganismos a utilizar en el ensayo, estos seran Salmonella
enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, y Escherichia coli. La
concentracion a la que deben encontrarse estos microorganismos es de 1x10:UFC/mL.

e Se preparan diluciones seriadas de estos microorganismos estandarizados: Se toma 1
mL de esta suspension estarizada 1x10:UFC/mL y se coloca en un vial esteril de 25 mL
el cual contiene 9 mL de solucion salina, y se obtiene una concentracién de
I1x10'UFC/mL. Luego se toma 1 mL de esta tltima dilucién y se coloca en un vial estéril
con 9 mL de solucion salina, para obtener una dilucion 1x10UFC/mL. Por ultimo se
toma 1 mL de esta dilucion y se coloca en un frasco ISO estéril que contiene 19 mL de
caldo Mueller Hinton; asi se obtiene una concentracion de 1x10:UFC/mL del
microorganismo que serd la utilizada en el ensayo.

- Se prepara solucion de DMSO al 10% colocando en un vial estéril que contiene 18 mL de
solucidn salina 2 mL de DMSO puro y luego se agita para posteriormente utilizar en el siguiente
paso.

- Medio de cultivo MH con DMSO 10%: Se colocan 2 mL de solucion salina en 18 mL de Caldo
(colocados en un frasco ISO estéril) y agitar, esto servird como diluyente en las diluciones
seriadas del aceite esencial.

- Los antibidticos a utilizar son: Ciprofloxacina (frente a Salmonella enterica, Pseudomona
aeruginosa 'y Escherichia coli) y Vancomicina (frente a Staphylococcus aureus). Las
concentraciones son: Ciprofloxacina 20,15,10 pg/mL y Vancomicina 40,30, 20 pg/mL.
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- Se pesan 650 mg de aceite esencial y luego se diluye en 10 mL de solucion de Caldo MH y
DMSO010%. Obteniéndose asi una solucion stock de 65mg/mL o 65,000 pg/mL.
- Luego se preparan las diluciones seriadas del aceite esencial desde una concentracion de 65,000

pg/mL

hasta 25 pg/mL.

A continuacion, se presenta el esquema de las placas utilizadas durante el ensayo:
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Fig. 19 Esquema de placa de 96 micropocillos

La placa de ensayo para CIM posee 96 pocillos los cuales estdn dispuestos en 8 filas y 12

columnas.

Para estos ensayos se llevaron a cabo 3 repeticiones por cada dilucion de aceite esencial, control
positivo, control negativo, y antibidticos, es decir que por cada dilucion se utilizarian 3 pocillos.

La fila A contiene las diluciones con las concentraciones mas altas del aceite esencial.
La fila B y C son las repeticiones de la fila A.

La fila D contiene las diluciones con las concentraciones intermedias del aceite
esencial.

La fila E y F son las repeticiones de la fila D.

Con respecto a la fila G los pocillos G1-G6 contiene las diluciones con las
concentraciones mas bajas del aceite esencial. G7-G9 contienen un control negativo
(150 pL CMH con DMSO10%). G10-G12 contienen un control positivo (75 pL CMH
+ 75 microorganismo).

Fila H: Los pocillos H1-H6 (75 pL de antibiodtico + 75 pLL de microorganismo), H7-H9
control negativo (150 uL de extracto puro) y H10-12 contienen 75 pL microorganismo
+ 75 uL solucion salina.

Nota: Los pocillos con diluciones de aceite esencial contienen 75 pL de dilucién de
aceite esencial y 75 uL de microorganismo a ensayar. Con un total de 150 pL. Esto
genera que las concentraciones del aceite esencial se reduzcan a la mitad. Las
concentraciones del aceite esencial a ensayar son entonces: Desde 32,500 hasta 12.5
pg/mL.

e) Resultados y discusion de resultados

Los aceites esenciales de C. aurantofolia, R. officinalis, E. citriodora, C. lusitanica y Z.
officinale, fueron ensayados frente a Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Pseudomona
aeruginosa 'y Escherichia coli, de tal manera que el unico aceite esencial que presentd inhibicion muy
deébil fue E. citriodora frente a Staphylococcus aureus (a una concentracion igual o mayor 25,000
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ug/mL), a Salmonella enterica (a una concentracion igual o mayor o 22,500 pg/mL) y Escherichia
coli (una concentracion igual o mayor 25,000 pg/mL).

f) Conclusiones

Los aceites esenciales con mejor rendimiento fueron el de Eucalyptus citriodora, Rosmarinus
officinalis y Citrus x aurantifolia y con menor rendimiento fue tanto para Cupressus lusitanica como
para Zingiber officinale.

En cuanto a la determinacion de la actividad antioxidante, el aceite esencial que presento la
mejor actividad, fue el de E. citriodora, incluso mejor que los estdndares utilizados. La capacidad
antioxidante de Z. officinale se puede considerar moderada, y la de R. officinalis, C. aurantifolia y C.
lusitanica se consideran débiles.

Solamente el aceite esencial de E. citriodora tuvo una inhibicion muy débil frente a
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica'y Escherichia coli.

Los aceites esenciales extraidos, se le suministraron al Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica
de la Facultad de Quimica y Farmacia, para la elaboracion de formulados fitocosméticos a pequeiia
escala.
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