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VIll. RESUMEN

La presente investigacion se encamind a evaluar el efecto del extracto y aceite
esencial de la guacima (Guazuma ulmifolia) sobre cepas de Salmonella typhi ATCC
14028 ®, la materia prima fue recolectada en la comunidad de Centropatul, el extracto
de guacima se obtuvo mediante maceracion, utilizando las hojas de guacima, cuales
fueron lavadas, secadas y trituradas, la maceracion se llevo a cabo durante 7 dias, se
elimino el alcohol en un lapso de 20 dias, el aceite se extrajo a partir de la semilla de
guacima extraida del fruto seco y maduro, fue secada por 3 dias y triturada, con ayuda
del equipo Soxhlet separamos el aceite esencial de la parte sélida, a partir de 30 g de
muestra obtuvimos 0,5 ml, su rendimiento fue 2,26 ml, los cuales se colocaron en
discos de sensibilidad en blanco, en distintas concentraciones, (T1l) extracto de
guacima al 5%, (T2) extracto de guacima al 25%, (T3) extracto de guacima al 50% (T4)
extracto de guacima al 100%, (T5) aceite esencial de la semilla de guacima al 100%,
fue preparado mediante diluciones a partir del extracto principal, para la elaboracion
del antibiograma, previo a esto se cultivd Salmonella typhi ATCC 14028 ® en el agar
SS, posteriormente se sembré en el agar Mueller Hinton, para el proceso de
antibiograma; en base a los estudios realizados pudimos determinar que el promedio
obtenido de aceite es de 0,83 ml en 6 extracciones, sin embargo, la Salmonella typhi

ATCC 14028 ® no present6 sensibilidad a los tratamientos.

Palabra clave: Aceite, Extracto, Guacima, Salmonella, Typhi.
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IX. ABSTRACT

This research was aimed to evaluate the effect of guacima (Guazuma ulmifolia) extract
and oil on Salmonella typhi ATCC 14028 ® strains, the raw material was collected in the
community of Centropatul, the guacima extract was obtained by maceration, using
guacima leaves. The oil was extracted from the guacima seed extracted from the dried
ripe fruit, dried 3 days, and crushed, whit the help of Soxhlet equipment we separated the
essential oil from the solid part, From 30 g of the sample we obtained 0.5 ml, its yield was
2.26 ml, which were placed in blank sensitivity discs, in different concentrations, (T1)
guacima extract at 5%, (T2) guacima extract at 25%, (T3) guacima extract at 50% (T4)
guacima extract at 100%, (T5) 100% guacima seed essential oil, was prepared by
dilutions from the main extract, for the elaboration of the antibiogram, before this,
Salmonella typhi ATCC 14028 ® was cultivated on SS agar, the it was sown on Mueller
Hinton agar, the antibiogram process; based on the studies conducted, we were able to
determine that the average oil obtained was 0.83 ml in 6 extractions, however, Salmonella
typhi ATCC 14028 ® did not show sensitivity to the treatments.

Keywords: Oil, Extract, Guacima, Salmonella, Typhi.

11
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CAPITULO |
1.1. Introduccién

Las plantas han sido utilizadas para tratar enfermedades por lo cual
llegaron a ser objeto de estudio ya que estas contienen diversos principios
activos, cada uno de estos actian de diferente manera, dependiendo de su
cantidad, forma de aplicacién y agente causal, estos saberes ancestrales
pasaron de generacibn en generacion, por lo que los investigadores
empezaron a extraer los principios activos los cuales son sintetizados y
combinados entre si para tratar algunas enfermedades (Flores & Vasquez,
2018) .

Segun Hilda, Calleros, Vargas, Salcedo, & Barrientos, (2015) la guacima
tiene propiedades alimenticias y terapéuticas es una planta que crece en toda
Latinoamérica especialmente en zonas tropicales, es utilizada como alimento
para mejorar la produccion de ganado bovino y ovino (Herrera, y otros, 2009),
el extracto de guacima es utilizado en fitopatbgenos dando resultados
significativos donde el extracto con dicloromenato produjo mayor inhibicién
frente Sclerotium (Hilda, Calleros, Vargas, Salcedo, & Barrientos, 2015),
prueba suficiente para demostrar que la Guasima actla de manera directa

frente a fitopatdgenos.

Por lo tanto, la presente investigacion se basa en probar la actividad
antimicrobiana del extracto de Guasima (Guazuma ulmifolia) sobre cepas de
Salmonella typhi ATCC 14028 ® ya que es un agente bacteriano de gran
importancia en el campo de la medicina veterinaria y que a su vez puede

afectar al hombre generando de esta forma problemas en la salud humana.

12
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1.2. Planteamiento del problema

Existen registros de zoonosis desde la antigiiedad considerando una de las
plagas mencionadas en la biblia, sin embargo, al igual que los animales las
enfermedades también se fueron adaptando a los cambios, llegando a afectar
al hombre (Pumarola, 2020), esta habilidad de los patdgenos para enfermar a

las personas se las conoce como zoonosis.

La Salmonella es un microorganismo que afecta al hombre, su principal
causa es la ingesta de alimentos contaminados derivados de animales
(Michanie, 2015), como son carne, leche. huevos, etc.; los cuales son
esenciales en la alimentacion diaria (OMS, s.f.), Barreto, et,al. (2010)
mediante examenes coproparacitarios producidas por (ETA) demuestra que

un 52,68% son probocadas por Salmonella.

Segun Rincén (2011), afirma que los huevos son portadores de Salmonella,
Prado,et,al. (2012) demostré6 que la carne de pollo, res y cerdo pueden
contener Salmonella typhi por lo cual los productos deben ser muy controladas

antes de su expendio ya que esta afecta al consumidor final.

La Salmonella typhi es una de las causantes de afeciones
gastrointestinales, de 21 millones de personas 200 mil han fallecido por esta
bacteria, siendo las poblaciones pobres las mas bulnerables (Azuero &
Guallpa, 2017), estudios realizados en la ciudad de Ambato demostr6 que de
50 pacientes con diarrea, el 20% de ella son causada por Salmonella typhi, el
antibiograma realizado demostro que ampicilina no tiene efecto sobre la
Salmonella typhi (Coba, 2019).

13
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1.3. Hipotesis

El extracto de hojas de guasima y el aceite obtenido a partir de la semilla
tiene efectos sobre las cepas de Salmonella typhi ATCC 14028 ®.

14
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1.4. Antecedentes

En la antigiiedad las plantas se utilizaban de manera empirica, en forma de
brebajes los cuales ayudan a contrarrestar los sintomas y dolencias de
enfermedades, estas patologias han llegado a obtener resistencia a los

antibioticos, atacan al hombre y animales de forma agresiva.

Los productos naturales tienen amplia actividad terapéutica, estos se
denominan productos bioactivos, siendo alterados por muchos factores como
el clima, forma de recoleccién, madurez de la planta, parte de la planta que se
va a utlizar, dentro de Latino América existen muchas plantas con
capacidades terapéuticas, convirtiéndose asi en una alternativa del uso
medicinal (Naranjo F. , 2013).

La Guasima es una planta que tiene propiedades terapéuticas, de las
cuales se ha extraido aceite esencial, Matulevich y Garcia (2016), en su
estudio comprobaron que tiene 39 compuestos, sin embargo, su rendimiento
es minimo Gomez, et al. (2014), indican que el fruto de la guasima ha sido
utilizado para realizar otros estudios, ellos afirman que tiene poca influencia

en el comportamiento productivo en ovinos en los que fueron estudiados.

Los taninos son componentes que tienen caracteristicas bactericidas,
bacteriostaticas, antihelminticos (Hernandes, et al 2018), la Guasima tiene
gran cantidad de taninos como se menciona en el trabajo de (Hoyos T., 2014),
Segun Ramirez, et al. (2015), el extracto de Guasima tiene accidn sobre
microorganismos que atacan a las plantas, nos demuestran actividad
antifngica y antimicrobiana en cepas de hongos como: Sclerotium
cepivorum y Fusarium oxysporum, Yy bacterias como: Xanthomonas

campestris y Pseudomonas aeruginosa.

15
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1.5. Objetivo
Objetivo General

e Evaluar el efecto del extracto y aceite esencial de la Guasima
(Guasuma umifolia) sobre cepas certificadas de Salmonella typhi in
vitro.

Objetivo Especifico

e Obtener el principio activo de la planta de Guasima (Guasuma ulmifolia)
mediante la técnica de maceracion y extraccién de aceite esencial
mediante Soxhlet.

e Comprobar la eficacia de los distintos extractos de la Guasima
(Guasuma ulmifolia) sobre la bacteria Salmonella typhi ATCC14028 ®

e Elaborar antibiogramas con discos de sensibilidad de diferentes
concentraciones sobre cepas de Salmonella typhi ATCC14028 ®.

16
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1.6. Justificacion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 1 de cada 10 personas
sufre enfermedades por ingesta de alimentos contaminados, las
enfermedades de transmision alimentaria (ETA) llegan a afectar a mas de 600
millones de personas y 420.000 mueren cada afio, de estas el 30%
corresponden a nifios menores de 5 afos, la segunda regién a nivel mundial
en tener las (ETA) son las Américas con un aproximado de 77 millones
infectados de los cuales mueren 9.000 al afio, de estas 31 millones son

menores de 5 afios y mueren mas de 2.000 cada afio (OMS, 2015).

El Ministerios de Salud Publica (MSP) afirma que las bacterias pueden
contaminar los alimentos durante su produccion o expendio, en el Ecuador se
presentaron 5890 caso de enfermedades bacterianas en el 2020, las
infecciones causadas por salmonella han decrecido en un 32% en
comparaciéon con el 2019, esta bacteria es transmitida de los animales al
hombre y se aloja en el intestino, uno de los sintomas mas comunes es la
diarrea (MSP, 2021).

La salmonelosis es producida por la bacteria llamada Salmonella typhi, que
ataca a las personas especificamente en el intestino provocando diarrea,
fiebre inclusive la muerte, siendo huésped intermediario los animales,
afectando asi la salud de las personas, llegando a convertirse en una bacteria
peligrosa (Mejia N. , 2019), por tal motivo la presente investigacion buscara un
medicamento alternativo de origen natural como es el extracto de Guasima
gue sera aplicada con distintas concentraciones de forma in vitro sobre cepas
de Salmonella typhi ATCC 14028 ®.

17
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CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1 Plantas medicinales

Las plantas han sido utilizadas como medicamento a lo largo de los afios,
las personas indigenas tenian un amplio conocimiento sobre los poderes
farmacéuticos de las plantas, estos saberes se transmitian de forma oral entre
generaciones, el amplio conocimiento de los vegetales y hierbas medicinales
ayudo a curar eficazmente muchas enfermedades, estas plantas formaron

parte importante en la historia. (Cosme, 2010)

2.2 Fitoterapia

Etimologicamente la palabra fitoterapia significa “terapia o tratamiento
mediante productos vegetales”, esta rama de la medicina intenta rescatar la
flora medicinal, incentivando a la investigacion de productos verificando su
dosis con calidad y seguridad (Haya, 2020), en conclusion, la fitoterapia es el
estudio de plantas medicinales para la aplicacién de las mismas (Saz, 2020).

2.3 Empleo farmacoldgico de la fitoterapia

Dentro de la fitoterapia podemos verificar el uso de cada farmaco y su forma
de actuar en el organismo, para ello nos regimos en el “Vademécum de

Fitoterapia” donde enlistamos los usos de esta (Stlbing, 2013):

18
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“Para el sistema nervioso

e Estimulantes centrales

e Estimulantes psiquicos
e Antidepresivos

e Analépticos

e Depresores centrales

e Sedantes

e Ansioliticos

e Tranquilizantes menores
e Relajantes musculares

e Antipiréticos

e Drogas con principios amargos

e Neurotropos

Para el aparato respiratorio

e Antitusigenos

e Antiinflamatorios

e Drogas con salicilatos
e Drogas con azulenos o bisalobol
e Drogas con iridoides y secoiroides

e Drogas con enzimas proteoliticas

19
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e Antisépticos
e Drogas ricas en aceite esencial
e Drogas con principios hidroquinénicos
e Expectorantes
e Para el aparato circulatorio

e Protectores vasculares

e Vasoprotectores

e Capilarotropos
e Hipotensores
e Aparato urogenital
e Diuréticos azoturicos
e Diuréticos uricosuricos
e Diuréticos declorurantes
e Diuréticos fosfaticos y oxalicidicos

e Antiinfecciosos urinarios:

e Drogas con aceites esenciales

e Drogas con glucasidos fenolicos solubles

e Antiinflamatorios

e Antiandrogénicas
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e Para utilizacion en ginecologia

e Emenagogos estrogénicos

e Emenagogos con fitoestrogenos
e Antiestrogénicas

e Antigonadotroficas

e Luteinicas

e Para el aparato digestivo

e Nivel gastrico

e Antianorexicos o eupépticos

¢ Nivel intestinal
e Laxantes antraquin6nicos
e Laxantes formadores de masa

e Anteaeroféagicas o carminativas

e Nivel hepatobiliar

e Coleréticas y colagogas

e Para el metabolismo

e Drogas hipoglucemiantes

e Ricas en cromo

e Adaptdgena
e Drogas activas en alteraciones del metabolismo purico

e Accion diurética Uricosurica

21



' Universidad
e Catdlica
de Cuenca

e Hipolipemiantes

e Estimuladores del metabolismo

e Inhibidores del apetito

e Interferencia en el metabolismo intermediario de las grasas
e Termogénicas

e Antirradicales

e Para la piel y anexos

e Astringentes
e Emoliente
e Demulcentes
e Antisépticos topicos
e Drogas con aceites esenciales

e Drogas con polinicos

e Drogas rubefacientes y revulsivas
e Drogas queratoplasticas
e Drogas queratoliticas

e Resinas

e Cicatrizantes reepitelizantes” (Stuibing, 2013).

2.4 El Guasimo

Es un arbol de pequefa altura con muchas ramificaciones, puede llegar a
tener una altura de 25m, el diametro de su tronco puede llegar a medir hasta
60cm, la misma que esta cubierta por una corteza de color gris, es rica en

sustancias mucilaginosas, especialmente las semillas, sus flores son de
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pequefio tamafio, de un color blanco amarillento, su fruto es de forma circular

de color verde, al madurar es de color negro (Carrion, 2020).

2.4.1 Clasificacion taxondmica

Cronquits (1998), clasifica a la Guasima de la siguiente manera:

Tabla 1: Clasificacion taxonémica de la Guacima

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae

Orden Malvales

Familia sterculiaceae
Género Guazuma

Especie Guazuma ulmifolia
Nombre comun Guasima

Tabla realizada por el autor basado en el trabajo de Cronquits (1998) sobre la clasificacion taxonémica de la
Guécima

2.4.2 Sinonimia

e Guacima (México)

e Guacimo (México)

e Caulote (México)

e Kabla-pixoy (México)

e Acashti (México)

o Ajilla (México)

e Nocuana-yana (México)
e Parandesicua (México)

e Uiguie (México)

e Yaco granadillo (México)
e Yaco de venado (México)

e Mutamba (Brasil)
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2.4.3 Distribucion geografia

Esta planta se distribuye a lo largo de Latinoamérica desde México a traves
de Centro América hasta Paraguay incluyendo las islas caribefias desde Cuba
hasta Trinidad y Tobago (Rojas & Torres, 2019).

2.4.4 Descripcioén de la especie

e Hojas: son de tamafio pequefio llegando a medir hasta 13cm de
largo, su ancho puede llegar hasta 6.5 cm, tiene una forma ovalada
o lanceolada, su contorno es aserrado de color verde oscuro, su cara

ventral es rasposa de coloracion gris amarillenta (Hoyos T. , 2014).

e Madero: es de baja altura con ramas largas y resistentes, algunas
veces se encuentran colgadas hacia el piso, su corteza es de color

gris, llegando a obtener un espesor de 22mm (Hoyos T. , 2014).

e Flores: son pequefas de color blanco y amarillo llegan a medir hasta
5 cm de largo, emanan un olor dulce, su caliz es velloso, llega a

florecer entre los meses de abril y octubre (Hoyos T., 2014).

e Frutos: estos son de color verde de 2.5cm de largo y 1,5¢cm de grosor
(Rojas & Torres, 2019), con pequefias protuberancias cénicas su
maduracion es en los meses de abril, para liberar las semillas se
vuelven de color negro, con un olor dulce, mucha cantidad de

mucilagos.

e Semilla: son de color gis, miden 1mm, de forma redondeada, cada

fruto llega a tener entre 40 a 80 semillas (Hoyos T. , 2014).
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e Sexualidad: es un arbol bisexual (Hoyos T., 2014).

2.4.5 Usos de la guasima

Al ser una planta que se distribuye por Latinoamérica esta se utiliza como
forraje para animales (Herrera, y otros, 2009), sin embargo, tiene
caracteristicas antifingicas y antibacterianas que atacan a las plantas
(Ramirez, y otros, 2015), también se han utilizado frente a las diarreas, los
granos y como antiinflamatorio (Scull, 1998).

2.4.6 Componentes de la guasima

Segun el estudio realizado por Matulevich P (2016), en la hoja de Guacima

se encontro los siguientes componentes:
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Tabla 2: Componentes de la hoja de Guacima

Sefal Nombre
1 D-Limoneno
2 B-felandreno
3 cis-B-Terpineol
4 (R)-(+)-Citronelal
5 Isopulegol
6 B-Citronelol
7 Neral
8 Undecanal
9 a-Cubebeno
10 Isoledeno
11 Copaeno
12 B-Burboneno
13 Cariofileno
14 B-Cedreno
15 B-Humuleno
16 (2)-B-Farneseno
17 2,6,11-trimetil-Dodecano
18 a-Humuleno
19 B-loneno
20 Eudesm-6,11 dieno-cis
21 a-Muroleno
22 a -Farneseno
23 cis-a-Bisaboleno
24 y-cadineno
25 B-Curcumeno
26 trans-Z-a-Bisaboleno
27 (+)-Nerolidol
28 Oxido de cariofileno
29 Viridiflorol
30 Epdxido de cedreno
31 Aloaromadendreno
32 epi-a-cadinol
33 a-Murolol
34 a -Cadinol
35 B-eudesmol
36 Octadecano
37 | 2-Decildecahidronaftaleno
38 Hexatriacontano

Tabla elaborada por el autor donde describe los componentes de la hoja de Guacima

Fuente: (Matulevich & Garcia, 2016)
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2.5 La Salmonella

Son bacterias de tipo bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos
pertenecientes al género salmonella y a la familia enterobacteriaceae, se pueden mover
con ayuda de los flagelos peritricos, su metabolismo es oxidativo y fermentativo, se
replican facilmente a cabo de 28 h formando colonias, el crecimiento es mas factible
cuando el pH oscila entre 6.6 y 8.2, estan distribuidos por todo el mundo, su alojamiento
es en los intestinos de los mamiferos, aves, reptiles e insectos (Parra, Durango, &
Mattar, 2002).

2.5.1 Clasificacion taxondmica

La salmonella es una enfermedad que afecta a la salud publica (Delgado,

2015), clasifica a la salmonella de la siguiente manera:

Tabla 3: Taxonomia de la salmonella

Taxonomia
Familia Enterobacteriaceae
Tribu Salmonellae
Género Salmonella
) Entérica
Especie
Bongi
| Enterica
Il Salamae
L llla Arizonae
SS. Entérica L
lllb Diarizonae
IV Houtenae
VI Indica

Tabla realizada por el autor donde se describe la clasificacion taxonémica de la salmonella.

Fuente: (Delgado, 2015)
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2.5.2 Salmonella y salud publica.

El estudio de la salmonella es de caracter muy importante, al ser una
bacteria de caracter zoondtico, afectando asi la salud publica ya que es
transmitida por medio de los alimentos, sin embargo, algunas de estas cepas
han llegado a tener resistencia a los antibiéticos (Ballesteros, y otros, 2016),

existen serotipos de Salmonella (Delgado, 2015).

Tabla 4: Serotipos de Salmonella
Salmonella

Typhimurium
Enteritidis
Dublin
Abortusovis
Choleraesuis
Gallinarum

Serotipos

Tabla realizada por el autor en la cual describe los serotipos de salmonella.

Fuente: (Delgado, 2015)

2.5.3 Salmonella typhimurium

El serotipo typhimurium de la Salmonella es la principal responsable de la
salmonelosis en los hombres y los animales en todo el mundo (Wang, y otros),
esta es una de las causantes principales de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA) a nivel mundial y son responsables de una tasa muy alta de
mortalidad, el 40% de mortalidad es en nifios menores a los 5 afios (lvan &
Janett, 2017).
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2.6

Medios de cultivo

Los medios de cultivo son indispensables para el desarrollo de un

microorganismo, estos pueden presentarse de forma solida o liquida, esta

formada por una mezcla de minerales de origen animal o vegetal,

componentes de crecimiento, estos medios de cultivo son elaborados en base

a las caracteristicas del microorganismo (Murray, 2017).

2.6.1 Clasificacion de los medios de cultivo

Segun las normas ISO 17025 los medios de cultivo se clasifican en:

e Estado fisico

v’ Liquidos

v' Semisolidos

v' Soélidos

e Finalidad

v" No selectivos: En su composicién podremos encontrar muchos
nutrientes el cual ayuda al crecimiento de varios
microorganismos.

v Selectivos: Este tipo de medio de cultivo nos permite el
crecimiento especifico de un microorganismo.

v' Enriquecidos: Son medios de cultivo no selectivos los cuales
necesitan de sustancias externas para el desarrollo de
microorganismos exigentes.

v' Diferenciales: Son medios de cultivo que nos permiten
diferenciar microorganismos. (ISO, 2019)

v Identificacion: Nos sirven para estudiar la accién de un solo tipo

de bacteria fermenta a un determinado sustrato.
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v" Multiplicacion: Son medios que tienen caracteristicas especiales
para el desarrollo rapido de un microorganismo especifico.

v' Conservacion: Son medios que nos ayudan a la conservacion
de un microorganismo, estos deben ser incubados a +2 +4°C
algunos tienen glicerol y se pueden conservar a -20C (Alvarez,
Boquet, & Camino, 1995).

2.6.2 Almacenamiento de los medios de cultivo.

Para estos medios de cultivo debemos tomar en cuenta algunos factores

como son:

e Porcentaje de luz solar.

e Porcentaje de calor: Los medios que tienen algun aditivo de origen
organico deberan ser guardados en refrigeracion.

e Conservacion: Estos deben ser guardados en lugares oscuros y
frescos, sin embargo, los recipientes a guardar tienen mucha
importancia en duracion y calidad.

e Tubos con tapones de algodon: 3 semanas.
e Tubos con tapa de presion: 2 semanas.

e Tubos con tapa rosca: 3 meses.

e Caja Petri: 4 semanas.

e Bolsas de plastico: 4 semanas (Jawetz, Melnick, & Adeberg).

2.6.3 Factores que intervienen en el crecimiento bacteriano

Para que una bacteria se desarrolle de forma efectiva en un medio de cultivo

depende de algunos factores:
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» Composicion: debera tener elementos indispensables para el
crecimiento y desarrollo de la bacteria (Alvarez, Boquet, & Camino,
1995).

Tabla 5: Composicion de los medios de cultivo
Composicidn de los medios de cultivo
Nitrégeno

Carbono

Fosforo

Azufre

E.M Calcio
Magnesio

Hierro

Aminoacidos
Vitaminas
F.C L.
Bases Puricas

Bases pirimidinicas

FE Hidratos de carbono
' Sangre

Tabla realizada por el autor donde menciona los componentes de un medio de cultivo, Fuentes(F),
Elementos minerales (EM), Factores de crecimiento (F:C), Factores estimulantes (F.E).

Fuente: (Alvarez, Boquet, & Camino, 1995).

e El pH: Las bacterias se desarrollan en un medio neutro con un pH de
rango 6,8-7,6; sin embargo, algunas exigen un pH especifico.

e Presion osmética: Las bacterias tienen una pared celular compuesta
para resistir la variacion de presion, por tal motivo, los medios de cultivo
son preparados en isofonia.

e El potencial Redox: esta ligada con el tipo de respiracién bacteriana,
esta puede ser aerobia, anaerobia estricta, anaerobia facultativa,
aerovia a estricta y microaerofilo.

e Latemperatura: se debe considerar mucho este factor, en las bacterias

de interés médico la temperatura oscila entre 35-37°C.
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e La atmésfera: esto es para algunas bacterias que necesitan un

ambiente gaseoso para su desarrollo (Alvarez, Boquet, & Camino,

1995).

2.6.4 Agar SS (Salmonella-Shigella)

2.6.4.1 Composicién

Tabla 6: Componentes del Agar SS

Componente Cantidad
Extracto de carne 5009
Polipeptona o proteosa peptona 50¢g
Lactosa 10,0 g
Sales biliares 8,5¢g
Citrato soédico 10,0 ¢
Tiosulfato sodico 8,5¢g
Citrato férrico 109
Verde brillante (solucién acuosa al 0.1%) | 0,33 cm?
Rojo neutro (solucién alcohdlica 1%) 2,5cm?
Agar 1359
Agua destilada 10L

Tabla realizada por el autor donde se describe los componentes que tiene el agar SS.

2.6.4.2 Preparacion

Fuente: (INEN, 2013).

¢ Diluir los componentes en un litro de agua destilada, agregar el

agar, reposar por 15 min.

e El pH debe ser ajustado a 7,0 + 0,1 afiadir verde brillante y rojo

neutro, homogenizando hasta su ebullicion.

¢ No utilizar autoclave para su esterilizacion.

e Colocar en cajas Petri estériles un aproximado de 20 cm?® (INEN,

2013).

32



- Universidad
ﬁ Catdlica
de Cuenca

2.6.5. Agar Mueller Hinton

Es un medio sdlido que se utiliza para determinacion de sensibilidad se
cepas aisladas (Scharlau Microbiology, 2012).

2.6.5.1 Composicién

Tabla 7: Componentes del agar Mueller Hinton,

Componente Cantidad
Extracto de carne bovina 0,2g
Hidrolizado acido caseina 175¢
Almidon 15¢g
Agar 170g
Agua destilada 1L

Tabla realizada por el autor donde se describe los componentes que tiene el agar Mueller Hinton.

Fuente: (BD, 2017)

2.7 Antibiograma

El antibiograma es una prueba que se realiza para detectar la sensibilidad
de microorganismos frente a determinados antibiéticos de forma in vitro (Soto,
2013), segun el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios (CLSI)
define al antibiograma como: “Un perfil general de los resultados de la
susceptibilidad antimicrobiana de una especie microbiana frente a una bacteria

de agentes antimicrobianos” (CLSI, 2010).

Para la interpretacion de los resultados de un antibiograma se rige en los
valores establecidos por: “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
en Estados Unidos, el European Committee on Antimicrobial Suceptibility
Testing en Europa, estas entidades estudian las caracteristicas
microbiolégicas farmacocinéticas para determinar la sensibilidad y/o
resistencia de diferentes microorganismos frente a cada antibiético, el método,
mas utilizado es el de Kirby Bauer (Tacuri, 2018).
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Cuadro 1: Antibiograma de discos

Gram Negativos

Gram positivos

Opcion Intestinales Urinaria staer}igdrssy Aerngsilnosa Staphylococos Streptococos
Ampicilina Acido oxolinico Amikacina  Carbenicilina  Penicilina G Ampicilina
Gentamicina Norfloxacina Ampicilina Amikaseina Oxacilina Cloranfenicol
Cloranfenicol Acido naidixico  Gentamicina Gentamicina Eritromicina  Tetraciclina
primera | Sulfa+trimetropin  Nitrofurantoina Cloranfenicol Tobramicina Cloranfenicol Eritromicina
Tetraciclina Sulfisoxazole Cefamandol  PolimixinaB  Clindamicina  Penicilina G
Sulfa+trimetropin Sulfa+trimetropin
Tobramicina
Ampicilina Cefoxitina Colistina Gentamicina
segunda Cloranfenicol Cefotaxima Netilmicina
Gentamicina Kanamicina Vancomicina

Cuadro elaborado por el autor donde podemos apreciar los antibiéticos de uso prioritario en un antibiograma segun
la muestra que tomemos, donde Ps (Pseudomonas aeruginosa).

2.8

Fuente: (Berna & Guzman, 1984).

Patron McFarland

Es una suspension de sulfato de bario que nos ayuda a diferenciar a

composicién de las bacterias, el patréon utilizado es el 0.5 McFarland que

continente aproximadamente 1,5X108 bacterias en cada ml (Universidad de

Antioquina, 2009).

2.8.1. Preparacion

Agregar 0.05ml de cloruro de bario a 9.95 ml de &cido Sulfurico
y mantenerla agitando

Verificar la densidad del estandar con ayuda de un
espectrofotometro, la absorbancia a 625 nm y debe estar en un
rango de 0.08 a 0.13para el patrén 0.5 McFarland

Colocar en tubos para medir el patron y sellarlo (Hudzicki, 2009).
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Cuadro 2: Cuadro del patron de McFarland

Escala McFarland

N° BaCl, H,SO4 Volumen ml U.F.C/ml
0,5/ 0,05 9,95 10 1,5X10°8
1 0,1 9,9 10 3 X108
2 0,2 9,8 10 6 X108
3 0,3 9,7 10 9 X108
4 04 9,6 10 12 X108
5 0,5 9,5 10 15 X108
6 0,6 9,4 10 18 X108
7 0,7 9,3 10 21 X108
8 0,8 9,2 10 24 X108
9| 09 9,1 10 27 X108
10 1 9 10 30 X108

En el cuadro fue realizado por el autor donde podemos apreciar las cantidades de las soluciones BaCl; (cloruro de
bario) y H,504 (Acido sulfdrico) para preparar el patrén de McFarland en 10 ml, con la cual mediante la comparacién
de turbidez sabremos cuantas U.F.C/ml (Unidades formadoras de colonias/mililitros) tenemos.

Fuente: (McFarland, 2017).

2.9 Método Kirby-Bauer

Este método es utilizado para determinar la sensibilidad de bacterias
patbgenas aerobias y anaerobias facultativas frente compuestos
antimicrobianos, el cual es medido por la presencia o0 ausencia de crecimiento
en el contorno del disco con el antimicrobiano, el cual es colocado en el agar
Mueller Hinton (Hudzicki, 2009).

2.9.1 Siembra de la muestra

Una vez que hayamos realizado nuestro patron de McFarland realizaremos
los siguientes pasos hasta llegar a la de lectura del antibiograma o método de

Kirby-Bauer.
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e McFarland: sumergir un hisopo estéril en la muestra preparada.

e Remover: Remover el exceso de inoculo en los bordes del tubo.

e Siembra: Con el hisopo listo con el in6culo aplicar en la superficie del
medio Mueller Hinton, evitar la sobre concentracion del indculo.

e Reposo: Dejar reposar el medio sembrado con la tapa cerrada para las
bacterias se asienten en el medio de cultivo e inicien su proceso
proliferativo con un tiempo entre 5 a 20 minutos.

e Discos: colocar los discos de antibiéticos con un aplicador, en caso de
no tenerlo colocarlo con ayuda de unas pinzas estériles, ejercer un
poco de presion entre el disco y el medio Mueller Hinton, la cantidad de
discos impregnados en los medios dependera del tamafio del mismo,
pudiendo colocar entre 1y 8 discos.

e Incubacion: Llevar el antibiograma a una incubadora la cual debe ser
programada acorde a la temperatura, tiempo y humedad, segun las
necesidades de crecimiento del in6culo.

e Lectura: leer los antibiogramas después de 24h (Rodrigues, 2016).

2.10 Soxhlet

Es un equipo que se utliza para extraer compuestos con ayuda de
solventes, este equipo consta de 3 partes como son: balén colector, extractor,
condensador, con ayuda de un papel filtro se realiza los cartuchos para la
colocacion de la muestra, su funcionamiento consiste en hacer hervir el
solvente, el cual va a extraer a partir de una materia solida desecada

previamente preparada en el cartucho (Beserra & Martos, 2020).
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2.10.1. Solventes para la extraccion de aceite esencial

Dentro de estas normas nosotros se debe regir a legislacion nacional de
aromas y alimentos, sin embargo, en otros paises tienen permitido la
utilizacién de etanol, acetona hexano y alcohol isopropilico, cada uno de los
solventes tienen restricciones el momento de la disposiciébn de estos con

respecto a la muestra (Aguilar, 2019).

2.10.2. Etapas del extractor Soxhlet

e Colocacion del solvente en el baldn.

e EIl solvente empieza su ebullicion, se evapora y se dirige al
condensador.

e Se precipita en el condensador y gotea sobre el cartucho que
esta dentro del sifon.

¢ El solvente condensado tapa el cartucho, llega al punto de reflujo
y regresa al balon conjuntamente con el material extraido.

e Se repite el proceso de 7 a 12 veces (Lucia, 2019).

2.10.3. Ventajas y desventajas de la extraccion mediante Soxhlet

En el procedimiento de extraccion mediante Soxhlet podemos encontrar

algunas ventajas y desventajas.
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e Ventajas

La muestra esta en contacto directo con solvente fresco en varias
repeticiones.

Favorece la solubilidad de los analitos al estar en contacto con
el solvente caliente.

El extracto no necesita ser filtrado

Es facil de realizar

Tiene buenos resultados (Huincho & Quiroz, 2017).

e Desventajas

2.11

El tiempo necesario es largo con un intervalo entre 6 a 24h

La cantidad de solvente.

Los analitos termolabiles se pierden.

Es necesario de una destilacion en la etapa final (Huincho &
Quiroz, 2017).

Maceracion

Es un método de extraccion muy sencillo de realizar, una de sus

caracteristicas es que podemos realizarla en temperatura ambiente, consiste

en remojar material vegetal con un solvente (Agua o Etanol), una de las

recomendaciones que se da es la utilizacion de etanol, ya que el agua en un

tiempo determinado favorece a la fermentacion del material vegetal, este

proceso dura entre 4 y 10 dias, después del lapso de ese tiempo se extrae el

liquido, luego sera filtrado y evaporado para obtener su extracto (Palomares,

2019).
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Es un proceso fisico-quimico del cual podemos extraer compuestos como son:
taninos, fenoles, antocianos, sustancias aromaticas, nitrogenadas, minerales entre otros
(Casassa, 2007).

2.11.1. Ventajas y desventajas

e Ventajas

e Sirve para extraccion de compuestos de raices tallos y hojas

¢ Necesita poco solvente

e Desventaja

e Tiempo de demora.
e Extraccion incompleta de la droga.

e Sustraccion de solvente (Carrion & Garcia, 2010).

2.11.2 Métodos de maceracion

Existen dos métodos que podemos utilizar para esta técnica.

e Frio: Para este método podemos utilizar agua o alcohol, se coloca la
muestra en un recipiente cerrado a temperatura ambiente y
protegiéndolo de la luz solar (Mirian & Jannifer, 2020).

e Calor: en este método tenemos 2 técnicas
¢ Infusién: Consiste mantener diferentes tiempos de temperaturas

predefinidas, y pararlas por tiempos predeterminados, en una

constante agitacion y mezcla.
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e Coccion: consiste en la elevacion de la temperatura hasta la
ebullicion, este procedimiento debe durar entre 10-15 min en
ebullicion, para luego ser, esta puede ser de varias etapas
(Rodriguez, 2011).

2.12 Clasificacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se clasifican por diferentes criterios uno de estos es
la de Gonzales (2004), que clasifica a los aceites por la consistencia, origen,
naturaleza de compuestos mayoritarios, composicion elemental y punto de

ebullicion.

e Por su consistencia se clasifica en:

e Esencias fluidas: son liquidos muy volatiles

e Balsamos: tienen una consistencia espesa, son poco volatiles y
son de fécil proliferacion.

e Oleorresinas: son de forma muy viscosa 0 semisolidas
(Gonzéles, 2004).

e Por su origen se clasifican en:

e Naturales: Son las que se obtienen a partir de plantas sin
modificar su composicion.

e Atrtificiales: Estos son obtenidos mediante procesos de
enriquecimientos a partir de las esencias con uno de sus
componentes.

e Sintéticos: Son originadas por la mezcla de componentes

sintéticos para su obtencion (Gonzales, 2004).
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Segun la naturaleza de los componentes mayoritarios se clasifican

en:

Monoterpenoides: Son compuestos terpenoides con dos
unidades de isopreno.

Sesquiterpenoides: Son compuestos con terpenos de 15
carbonos.

Compuestos oxigenados: Compuestos que estan conformados

por carbono hidrogeno y oxigeno (Gonzales, 2004).

Segun su composicion elemental se clasifica en:

Aceites pobres en oxigeno.
Aceites ricos en oxigeno.
Aceites nitrogenados.

Aceites sulfonados (Aguilar, 2019).

Segun el punto de ebullicion se clasifican en:

Fijos: Estos tienen un punto de ebullicion alto.

Persistentes: se volatilizan con mayor facilidad

Fugaces: Son muy volatiles y su accién demoras pocas horas
(Aguilar, 2019).
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2.13 Los Taninos

Son productos de origen natural con un peso molecular alto, los podemos
encontrar en extractos de plantas, tienen distintas formas y son complejos
(Mejia K. , 2017), son compuestos fendlicos que ayuda a controlar nematodos

gastrointestinales, influyendo en funciones vitales (Hernandez, y otros, 2018),

los extractos tanicos tienen efecto antibiético (Alvarado, 2018).

2.13.1 Clasificacién de los taninos

Los taninos se clasifican segun su tipo de estructura (Rosa, y otros, 2012).

e Hidrolizables: estos se hidrolizan por accion de los acidos, bases o

enzimas.

e Condensado: son taninos amorfos o rojos por accién de los acidos.

2.13.2 Terapéutica de los taninos

El tratamiento con plantas ha sido de manera empirica, sin embargo, estos
han tenido resultados favorables, han sido estudiados para comprobar su

eficacia, presentan algunas acciones terapéuticas como (Colina, 2016):

Ayuda a la fragilidad capilar
Antinflamatorio

Antialérgica
Antihepatptéxico
Antiesclerdtica
Antiedematosa

Contra la arteriosclerosis

VvV V.V V V V VYV V

Contra la diabetes mellitus
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YV V. V VYV V

Expectorante

Contra las Ulceras intestinales
Antiviral

Antimicrobiano

Diuréticos.
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CAPITULO 1lI
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Definicion de la zona de estudio.

El estudio se realiz6 en los laboratorios de la Universidad Catolica de
Cuenca, en la facultad de Ciencias Agropecuarias localizada en la
provincia del Azuay canton Cuenca “latitud: 2° 53’ 57" al sur y longitud
79° 00’ 55 oeste a una altitud aproximada de 2583 metros sobre el nivel

del mar” panamericana norte km 21/2. (Fundacién turismo cuenca, 2017)

Mapa del canton

;:' - .
s o
i
7 ' ) 220 % D
i | 38 % -
was [l
sarn .
wis [l
87100 % .
1. San Sebastian 9. Sucre
2. El Batan 10. Huayna Capac
3. Yanuncay 11. Hermano Miguel
4, Bellavista 12. El Vecino
5. Gil Ramirez Davalos 13, Totoracocha
Fuente: CNE 6. El Sagrario 14. Monay
Elaboracion Mitad+Uno 7. San Blas 15. Machangara

8. Canaribamba

Figura 1: Ubicacion de la zona de estudio

Fuente (Mitad, 2017)
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Materiales

e Biolodgicos
e Salmonella typhi ATCC 14028 ®.
e Hojas de guasimo

e Semillas de guasimo

e Fisicos
e Mascarilla
e Guantes
e Gorro de proteccion
e Estufa
e Balanza analitica
e Recipiente plastico (botella plastica de galdn)

e Equipo de venoclisis

e Algodén
e Gasa
e Papelfiltro

e Pesas de cristal

e Tripode

e Papel aluminio

e Cinta adhesiva

e Probeta

e Frasco autoclavable
e Pesalicor

e Equipo soxhlet (condensador, sifén, balon)
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Equipo de destilacién (condensador en espiral, balén de
destilacion)

TermoOmetro de mercurio de 350°
Termo agitador

Mortero

Corcho de caucho

Microondas

Refrigerador

Camara de bioseguridad

Guante

Mascarilla

Gorro

Caja Petri

Baso de precipitacion

Hisopos

Asa bacteriolégica

Lampara de alcohol

Gradilla

Tubos eppendorf

Papel Parafilm

Puntas de 1ml

Pipeta automatica

Varilla de vidrio

Autoclave

Incubadora

Espatula

Discos de sensibilidad en blanco
Pinza

Frascos ambar

Erlenmeyer
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3.3.

3.3.1.

De oficina

Lapiz

Libreta de apuntes
Marcador permanente
Regla

Tijeras

Engrapadora

Quimicos

Agar salmonella shigella (SS)
Agar Mueller Hilton

Agua bidestilada

Suero fisioldgico

Alcohol de 96° y 70°

Agua destilada

Variables

Dependientes

Crecimiento de Salmonella typhi ATCC 14028 ®.

Cantidad de extracto de la hoja de guasima

Cantidad de aceite esencial de guasima

3.3.2. Independientes

Hoja de Guasima.
Semilla de Guasima.

Salmonella typhi ATCC 14028 ®
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3.4. Indicadores

e Crecimiento bacteriano

e Sensibilidad al extracto

3.5. Diseno experimental

Se realizo 5 tratamientos T1 (extracto 1/19) T2 (extracto 1/3) T3 (extracto

1/1) T4 (extracto) T5 (aceite esencial) y se realiz6 3 antibiogramas

(repeticiones) con un intervalo de 3 dias.

Cuadro 3: Cuadro de disefio experimental

Tratamientos Tratamientos Tratamientos Tratamientos
T1(extracto 5%) 5 5 5
T2 (extracto 25%) 5 5 5
T3(extracto 50%) 5 5 5
T4(extracto 100%) 5 5 5
T5(aceite esencial 100%) 5 5 5
Total 25 25 25

3.6. Procedimiento

3.6.1. Recoleccién de muestra

Fuente: Elaborado por el autor

La muestra fue obtenida de un arbol de guasima ubicado en la provincia del

Cafar parroquia San Antonio comunidad de Centro Patul, se recolectaron

hojas verdes y frescas desde el arbol y se procedi6 a transportarlas al lugar de

estudio donde se lavo y se deseco a temperatura ambiente eliminando asi las

impurezas, los frutos maduros fueron recolectados del suelo.
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Figura 2: Arbol de guacima

Fuente: Elaborado por el autor

3.6.2. Obtencién de aceite esencial

3.6.2.1 Preparacion de muestra

Los pasos realizados para la preparacion de la muestra fueron los

siguientes

e Recoleccidén del fruto: se recolect6 el fruto seco y maduro del arbol

e Secado del fruto: se realiz6 a temperatura ambiente durante 30 dias

e Extraccion de la semilla: esto lo realizamos con ayuda de un cuchillo al
dividir la semilla por la mitad

e Secado de la semilla: se coloco la semilla en una estufa a 30°c durante
3 dias

e Trituracion: con ayuda de un mortero se triturd la semilla.

e Preparacion de cartuchos: se colocé la muestra triturada en los

cartuchos.

49



Universidad
@ Catdlica
de Cuenca

3.6.2.2 Extraccion

La elaboracién de los cartuchos tenia una medida de 14cm de largo y un
ancho de 16cm, se prepard los cartuchos y se coloc6 30gr de muestra en cada
uno con ayuda de una balanza analitica, luego se coloc6 el cartucho en el sifon
del equipo Soxhlet, se colocé el solvente (alcohol de 96°) en el balén del

equipo, con ayuda de un termo agitador se procedio a calentar el solvente.

Figura 3: Cartuchos

Fuente: Elaborada por el autor

Una vez calentado el solvente empezé a rotar por el Soxhlet, re realiz6 17
rotaciones en todo el equipo por un lapso de tiempo de 2 h, después se colocod
el extracto en un balén de destilacién, con ayuda de un condensador y de un
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termo agitador se procedio a separar el solvente del aceite a una temperatura

de 83°c, obteniendo asi el aceite esencial.

Figura 4: Equipo Soxhlet

Fuente: Elaborada por el autor

—<gAcTIVd

Figura 5: Equipo de destilacion.

Fuente: Elaborada por el autor.
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3.6.3. Extracto de las hojas de guéasimo

3.6.3.1 Maceracion

Para la maceracion de tomo en cuenta los siguientes pasos:

Recoleccion de la hoja: las hojas frescas fueron colectadas
directamente del arbol de guasima de la parte media de él.

Lavado: con agua de lavo las hojas para eliminar las impurezas y se
separaron las hojas para su secado

Secado: se coloc6 en una estera para que se seque a temperatura
ambiente durante 30 dias.

Trituracién: se trituro las hojas secas para su debida maceracion
Preparacién del envase: En el envase se coloco lo siguiente, papel
filtro, algodon, papel filtro, muestra, papel filtro, pesas, alcohol en
dicho orden.

Maceracion: se coloc6 en un envase en proporcion 1gr/10ml de
alcohol al 70% se recubrid el contorno con papel aluminio y se dejo

macerar una semana.

52



: Universidad
@ Catolica
de Cuenca

o

Figura 6: Método de maceracion.

Fuente: elaborada por el autor.

3.6.3.2 Extraccion

Una vez macerado se procedié a separar el extracto de la muestra
mediante un equipo de venoclisis colocado en la tapa del envase, para separar
el alcohol del principio activo se coloco en vasos de precipitacidon cubiertos por
una gasa en la estufa, se coloc6 a 30°c, cada dia con una varilla de vidrio se
homogenizaba la muestra, procedimiento que duré 20 dias hasta terminar y

obtener la muestra sin alcohol, misma que fue verificado con un alcoholimetro.
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Figura 7: Pesa licor

Fuente: Elaborada por el autor.

La muestra sin alcohol fue filtrada al vacio, para mejorar la pureza del
extracto esta se colocé en el buchner y con ayuda de una bomba la bacio se

fue filtrando la muestra, luego se coloc6 en los frascos ambar para ser
utilizados en la elaboracion de los discos de sensibilidad.

Figura 8: Filtrado al vacio.

Fuente: Elaborado por el autor.
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3.6.4 Antibiograma

3.6.4.1 Preparacion de agar

Se realizaron dos medios de cultivo en el cual se inoculd la muestra, estos
medios son el agar SS y el agar Mueller Hinton estos fueron hechos

semanalmente, para su elaboracién se realizaron los siguientes pasos.

3.6.4.2 Preparacion de agar SS

e Se peso la cantidad de agar necesario con ayuda de la balanza
analitica.

e Se coloco el agar en un vaso de precipitacion y con una varilla
de vidrio se diluy6 el agar con agua destilada.

e Se calent6 la mezcla con ayuda de microondas.

e Homogenizar con un intervalo de 1 minuto durante 3 minutos.

e Comprobar que el agar esté completamente diluido.

e Dejar que se enfrie a una temperatura manejable.

e Colocar en cajas Petri y esperar a que se solidifique.

e Sellar las cajas con ayuda de papel Parafilm.

e Guardar en un refrigerador para su uso.
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Figura 9: Agar SS.

Fuente: Elaborada por el autor.
3.6.4.3 Preparacion de agar Mueller Hinton

e Se peso la cantidad de agar necesario con ayuda de la balanza
analitica.

e Se coloco el agar en un vaso de precipitaciéon y con una varilla
de vidrio se diluy6 el agar con agua destilada

e Se calento la mezcla con ayuda de microondas.

e Homogenizar con un intervalo de 1 minuto durante 3 minutos

e Comprobar que el agar esté completamente diluido

e Colocar el medio de cultivo en un Erlenmeyer y taparlo con una
gasa esteéril.

e Se auto clavo con ayuda de una autoclave

e Dejar que se enfrié a una temperatura manejable

e Colocar en cajas Petri y esperar a que se solidifique

e Sellar las cajas con ayuda de papel Parafilm

e Guardar en un refrigerador para su uso
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Figura 10: Autoclave

Fuente: Elaborada por el autor.

3.6.4.5. Siembra de Salmonella typhi ATCC 14028 ®

La Salmonella typhi ATCC 14028 ® se descongel6 a temperatura ambiente,
luego se llevd a la cdmara de bioseguridad, con ayuda de un asa estéril se
procedio a su respectiva siembra en el agar SS (siembra por agotamiento),
con ayuda del papel Parafilm se sell6 la caja Petriy se la llevé a la incubadora

la cual se dejé a 37° para su desarrollo durante 24 horas.

Figura 11: Siembra en agar SS.

Fuente: Elaborada por el autor.
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3.6.4.6. Diluciones

Para las diluciones se trabajaron: T1 5% (1/19), T2 25% (1/3), T3 50% (1/1),
T4 100% (1), T5 100% (1) las cuales fueron diluidas de siguiente forma
muestra/agua bidestilada, con ayuda de una pipeta automatica, se coloco la
cantidad de muestra correspondiente a la dilucion, (T1) 50 Ul de muestra +
950Ul de agua bidestilada, (T2) 250 Ul de muestra + 750Ul de agua
bidestilada, (T3) 500 Ul de muestra de hoja + 500 Ul de agua bidestilada, (T4)
1000Ul extracto de hoja, (T5) 1000 Ul de aceite esencial.

Figura 12: Preparacién de diluciones.

Fuente: Elaborada por el autor.
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Figura 13: Diluciones.

Fuente: Elaborada por el autor.

3.6.4.7. Discos de sensibilidad

Para preparar estos discos se las llevo a la camara de bioseguridad los
tratamientos y los discos en blanco, con ayuda de una pinza se coloco los
discos en blanco en las diluciones y se dejé reposar, luego de los coloco en

una caja Petri para llevar a la estufa para que se sequen para luego ser
utilizados.
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Figura 14: Preparacion de discos.

Fuente: elaborada por el autor.

Figura 15: Discos con diluciones.

Fuente: Elaborado por el autor.

3.6.4.8. Lectura del antibiograma

Una vez ya cultivada la Salmonella typhi ATCC 14028 ® en el agar SS se
procedio a inocular en el agar Mueller Hinton, para esto se utilizo el patron de

McFarland 0.5 el cual consistia en diluir colonias de bacterias en suero
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fisioldgico, con ayuda de un hisopo estéril se coloco toda la superficie del agar
Mueller Hinton, con ayuda de la pinza se procedio a colocar los discos en las
cajas, se sello la caja y se llevo a incubar por 24 h, posterior se verifico el
efecto de la sensibilidad.

Figura 16: Patron McFarland.

Fuente: Elaborada por el autor.

Figura 17: Antibiograma.

Fuente: Elaborada por el autor.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS

4.1. Descripcion de los resultados

4.1.1. Rendimiento del aceite de guasima

Para calcular el rendimiento de aceite de la guasima nos basamos en las
en la siguiente formula.

% aceite = 22— 5 100
aceite = ———— X
0 PM
Donde:
Siglas Significado
PBM Peso del baldn mas muestra
PB Peso del balén
PM Peso de la muestra

131,70g — 131,02g

% aceite = 309 X 100%
0,68
% aceite = 30gg X 100%

% aceite = 0.02266g x 100%
% aceite = 2.26%

Cumple con la norma de determinacion de grasa por el método de Soxhlet
al demostrar que la cantidad de grasa es <30%.
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Cuadro 4: Extraccion de aceite de Guazuma ulmifolia obtenido por el método soxhlet.

Muestra Volumen de

Extraccidn seca aceite ml

1 30.0g 0,5

2 30.0¢g 0,5

3 30.0g 0,5

4 30.0g 0,5

5 30.0¢g 0,5

6 30.0g 0,5
Promedio 0,83333333
0,36514837

Desviacion

Fuente: Elaborada por el autor.

Se realizaron 6 extracciones durante 6 dias con la misma cantidad de
muestra seca y triturada (30 g de semilla de Guacima), llegando a obtener 3ml
de aceite esencial, el volumen obtenido de aceite varié entre extraccion dando

como promedio 0,83 ml con una desviacién de 0,36.

4.1.2. Rendimiento de maceracion

La obtencion del principio activo se realizé a partir de 250 g de muestra
seca (hoja de Guacima) a la cual se afiadié 2.500ml de etanol al 70% se lo
macero por 7 dias, luego se evaporo el alcohol en una estufa a 30°C durante

20 dias y obtuvimos 75ml de principio activo de (Guazuma Ulmifolia).

4.1.3. Tratamientos
Cuadro 5: Efecto antibidtico del extracto de guasima al 5%

Extracto 5% R1 R2 R3

T1 negativo negativo negativo
T1 negativo negativo negativo
T1 negativo negativo negativo
T1 negativo negativo negativo
T1 negativo negativo negativo

Fuente: Elaborado por el autor.
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En el tratamiento 1 se realiz6 un antibiograma con discos en blanco en el
cual fue colocado el extracto obtenido de la maceracion al 5% correspondiente
a la dilucionl1/19, los cuales todos no tuvieron el efecto antibidtico deseado
frente a la Salmonella Typhi ATCC 14028 ®.

Cuadro 6: Efecto antibi6tico del extracto de guacima al 25%

Extracto 25% R1 R2 R3

T2 negativo negativo negativo
T2 negativo negativo negativo
T2 negativo negativo negativo
T2 negativo negativo negativo
T2 negativo negativo negativo

El tratamiento 2 fue realizado con el extracto obtenido a partir de la maceracion, este
se coloco en los discos de sensibilidad en blanco a una concentracion del 25%
correspondiente a la dilucién 1/3, no demostré un efecto antibiético frente a la Salmonella
typhi ATCC 14028 ®

Cuadro 7: Efecto antibiético del extracto de Guacima al 50%

Extracto 50% R1 R2 R3

T3 negativo negativo negativo
T3 negativo negativo negativo
T3 negativo negativo negativo
T3 negativo negativo negativo
T3 negativo negativo negativo

El tratamiento 3 fue realizado con el extracto obtenido de la maceracion el cual fue
colocado en los discos en blanco con una concentracion de 50% el cual correspondia a
una dilucion 1/1, este no tuvo un efecto antimicrobiano sobre las cepas de Salmonella
typhi ATCC 14028®.
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Cuadro 8: Efecto antimicrobiano del extracto de guasima al 100%

Extracto 100% R1 R2 R3

T4 negativo negativo negativo
T4 negativo negativo negativo
T4 negativo negativo negativo
T4 negativo negativo negativo
T4 negativo negativo negativo

El tratamiento 4 fue realizado con el extracto obtenido de la maceracion el cual se
colocd en los discos de sensibilidad en blanco con una concentracion del 100%, no se
obtuvo efecto antibiético frente a cepas de Salmonella typhi ATCC 14028®.

Cuadro 9: Efecto antibiético del aceite esencial de Guacima al 100%

ACEITE esencial 100% R1 R2 R3

T5 negativo negativo negativo
T5 negativo negativo negativo
T5 negativo negativo negativo
T5 negativo negativo negativo
T5 negativo negativo negativo

El tratamiento 5 fue realizado con el aceite esencial obtenido por el método Soxhlet el
cual fue colocado en los discos de sensibilidad en blanco con una concentracion del
100%, en el cual no se obtuvo efecto antibiotico frente a las cepas de Salmonella typhi
ATCC 14028®.

65



- Universidad
6 Catdlica
de Cuenca

4.2. Discusion

La semilla de guasimo tiene bajo rendimiento en el aceite esencial siendo
representado en un 2.26%, en todas las extracciones obtuvimos un promedio de 0.83 ml
a partir de 30 g de muestra sin embargo en el estudio de Matulevich & Garcia, (2016) nos
demuestra que la hoja tiene un bajo rendimiento de aceite del 0.028% a partir de 350 g
de hoja, podemos demostrar que la cantidad extraida de aceite a partir de la semilla es

mayor al de las hojas.

Dentro del manejo del equipo Soxhlet la temperatura es un factor que afecta a los
principios activos esto es mencionado por Huincho & Quiroz, (2017) en su investigacion,
existen muchos principios activos termolabiles, al exponer el extracto de Guasima a
temperaturas superiores a los 30° C estos se pierden Morales, (1998), en el presente
trabajo al momento de realizar la extraccion del aceite mediante Soxhlet el solvente se
eleva con una temperatura de 82° C y al momento de separar el solvente del aceite

mediante un destilador la temperatura aumenté hasta 82° C.

Los taninos son compuestos que pueden funcionar contra microrganismos, el estudio
de Hernandez, y otros, (2018) nos demuestra que existen taninos que funcionan como
antibiéticos frente a la Salmonella typhi estos taninos son extraidos de plantas como
Allium sativum, Curcuma longa, Eucalyptus globulus Jatropha glandulifera, Tamarindus
indica, sin embargo, en la presente investigacion no presentd efecto antibiético en

ninguna de las concentraciones utilizadas del estricto de Guacima.

Estudio de la guasima como antibacteriano ha sido muy extenso ya que tiene varias
propiedades medicinales que actua como antibiético Antolina, et,al, (2018) en 1990
Caceres y col. dan a conocer el poder antibidtico de la guacima en afecciones entércias
Jiménez, Guzman, & Ezequiel, (2014) causadas por Salmonella typhi, Salmonella
enteritidis, Shigella dysenteriae y Shigella flexneri, para lo se utilizo las hojas en forma
de infusion y fue administrada de forma oral (Villatoro, Cazares, & Gonzéalez, 2006), sin
embargo en la presente investigacion la Salmonella typhi ATCC 14028® presento

resistencia al uso in vitro del extracto de guacima.

66



‘ Universidad
@ Catolica
de Cuenca

La guacima tiene poder antimicrobiano al activar la captacion de glucosa en los
adipocitos sensibles a la insulina que fue demostrado por (Josabad & Salazar, 2008).
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4.3. Conclusiones.

Una vez obtenido los resultados de la presente investigacion se concluye que:

El extracto de guasima y el aceite obtenido de la semilla no obtuvo efecto positivo
frente a la Salmonella typhi ATCC 14028®.

Mediante el método de maceracion obtuvimos cantidad suficiente de principio
activo para realizar el estudio, ademas la cantidad de aceite extraido por el método
de Soxhlet es minima.

El aceite esencial de la guacima obtenida por el método Soxhlet no tiene efecto
antibiotico sobre las cepas certificadas de Salmonella typhi ATCC 14028®.

Al aplicar los discos de sensibilidad con distintas concentraciones del principio
activo sobre las cepas de Salmonella typhi ATCC 14028® en el agar Mueller

Hinton, no tuvieron el resultado deseado.
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4.4 Recomendaciones

Probar el efecto anti microbiano de otros extractos frente a bacterias causantes de
salmonelosis.
Utilizar el extracto de guasima sobre otro tipo de microorganismo que afecte la
salud animal.
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XI.  ANEXOS

llustracién 1: Trituraron de la semilla.

llustraciéon2: muestra triturada
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llustracién 3: Obtencién de aceite destilacion:

llustracién 4: Obtenciéon de aceite.
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llustracion 5: Separacion de aceite.

llustracién 6: aceite obtenido
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llustracién 7: Maceracion.

llustracion 8: Filtracion de muestra.
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llustracién 9: Muestra sin alcohol.
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llustracién 11: preparacion de tratamientos

llustracién 12: Preparacion de discos de sensibilidad.
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llistracion13: Discos de sensibilidad con principio activo.
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llustracién 15: Incubacion con discos de sensibilidad.

llustracién 16: antibiograma.

¥ o
’

-

85



- Universidad
3 Catolica
de Cuenca

Anexo 17: Informe de originalidad.
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Declaro finalmente que mi obra ha sido realizada cumpliendo con todos los requisitos legales, éticos y
bioéticos de investigacion, que la misma no incumple con la normativa nacional e internacional en el area
especifica de investigacion, sobre la que también me responsabilizo y eximo a la Universidad Catélica de

Cuenca de toda reclamacion al respecto.

Cuenca, 9 de septiembre de 2021

Italo Adrian Morocho Duy

C.l. 0302126750
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Italo Adrian Morocho Duy portador de la cédula de ciudadania N2 0302126750. En calidad de autor/ay
titular de los derechos patrimoniales del trabajo de titulacion “Andlisis del efecto del extracto de la
guacima (guazuma ulmiforma) en cepas certificadas de Salmonella typhi” de conformidad a lo
establecido en el articulo 114 Cédigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e
Innovacion, reconozco a favor de la Universidad Catélica de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y
no exclusiva para el uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos y no comerciales.
Autorizo ademas a la Universidad Catdlica de Cuenca, para que realice la publicacién de este trabajo de
titulacién en el Repositorio Institucional de conformidad a lo dispuesto en el articulo 144 de la Ley

Organica de Educacion Superior.

Cuenca, 9 de septiembre de 2021

Italo Adrian Morocho Duy

C.1. 0302126750
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