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RESUMEN

Curcuma longa viene de la familia Zingiberaceae es una especie que contiene

gran cantidad de metabolitos secundarios, que son usados como compuestos
activos para combatir muchas patologias. El objetivo de esta investigacion fue:
Confirmar la composiciébn quimica y actividad antibacteriana del aceite
esencial de Curcuma longa, frente a cepas Gram positivas y Gram negativas.
El aceite esencial se obtuvo por la técnica de hidrodestilacion utilizando la
trampa de Clevenger, obteniendo 3 mL de aceite esencial puro con un
rendimiento de 0,34 %. Sus componentes fueron identificados y cuantificados
a través de la técnica de Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria
de Masas (CG/EM), obteniendo como compuestos mayoritarios: ar-turmerona
(39,57 %), a-turmerona (30,53 %), B-turmerona (21,36 %). Para la actividad
antibacteriana se utilizé el método de difusién en agar con disco (Kirby-Bauer)
Los resultados obtenidos, mostraron actividad antibacteriana frente a las
diferentes cepas probadas, cuyos halos de inhibicion fueron: Enterococcus
faecalis de 9 mm con una CMI de 125 pg/mL, Staphylococus aureus 10 mm y
CMI de 125 pg/mL, Pseudonomas aeruginosa 12 mm con una CMI de 62,5
ung/mL, Klebsiella pneumoniae 16 mm y CMI de 62,5 pg/mL, Escherichia coli
10 mm y CMI de 125 pg/mL.

Palabras claves: Actividad antibacteriana, Curcuma longa, aceites
esenciales.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde épocas primitivas en
el tratamiento de enfermedades. Durante mucho tiempo los farmacos
naturales y sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el
anico recurso del que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en
el conocimiento de especies vegetales con propiedades medicinales y se
ampliara la investigacion de los productos que de ella se extraen (Sussmann,
Mattos y Restrepo, 2002).

La blsqueda cada vez mas intensa de nuevas sustancias
farmacoldgicamente Utiles motiva a los cientificos no solo a sintetizar miles de
nuevos compuestos, sino también a estudiar con mas profundidad numerosas
sustancias naturales, especificamente las obtenidas de plantas. Con un
enfoque naturista, las enfermedades infecciosas se pueden interpretar como
dificultades que desequilibran el estado de salud. La mayoria de las veces las
crisis infecciosas se resuelven con rapidez, en dias o semanas. Son pocas las
ocasiones en que los microbios se comportan como gérmenes patdégenos, con
capacidad de producir enfermedades graves o persistentes en personas sanas
(Kuklinski, 2000; Brack, 2000).

La resistencia antibacteriana es un problema de salud en aumento y de
gran complejidad, que afecta a todos los individuos y poblaciones alrededor
del mundo. Inicialmente el inconveniente fue resuelto con el descubrimiento o
sintesis de nuevas sustancias que eran capaces de controlar las bacterias con
este fendmeno y surgen medicamentos. Sin embargo, esto no es suficiente y
cada vez aparecen nuevos mecanismos que son dificiles de controlar por

estos medicamentos (Sussmann y cols., 2002).

Curcuma (Curcuma longa L.) pertenece a la familia Zingiberaceae. Es

una planta tropical originaria de la India, China y Oriente Medio. Se cultiva



desde hace mas de 2000 afos. En la actualidad algunos paises tropicales la
cultivan, pero los principales exportadores son: India, China, Sri Lanka y
Filipinas. Curcuma tiene unos rizomas o tallos subterraneos, que son los que
desde hace siglos se emplean como condimento, tinte y estimulante medicinal.
Si se toma en consideracion que hoy se fabrican miles de fitomedicamentos y
que se vislumbran incrementos para los afios venideros; que el 80 % de la
poblaciéon depende de estos medicamentos y que ademas alrededor de 2 mil
especies de todo el mundo tienen algun uso medicinal (Tayyem, Heath, Al-
Delaimy y Rock, 2006).

Teniendo en cuenta que el régimen de enfermedades infecciosas
producidas por bacterias Gram positivas y Gram negativas presentan un alto
grado de incidencia, en la mayoria de las personas, surge la necesidad por lo
cual se realiz6 el estudio confirmando la actividad antibacteriana del aceite
esencial del rizoma de Curcuma longa, por tal motivo los resultados nos
permiten contar con la informacion cientifica validada, pudiendo utilizarse
como una alternativa terapéutica, econdmica y eficaz para el tratamiento de
las enfermedades producidas por las bacterias (Tayyem, Heath, Al-Delaimy y
Rock, 2006).

Dentro de este orden de ideas se dan a conocer los pasos que
estructurd el trabajo de investigacidbn segun las normas APA 6ta edicion
Capitulo I: El problema: Planteamiento del Problema, Justificacién, Objetivos,
Alcances y Limitaciones. Capitulo 1l: Marco Teorico: Trabajos Previos,
Antecedentes Histéricos, Bases Teodricas, Definicion de Términos. Capitulo IlI:
Marco Metodoldgico: Tipo de Investigacion, Disefio de la Investigacion,
Poblacién y Muestra, Sistema de Variables, Procedimientos o Metodologia de
la Investigacion y Disefio de analisis. Capitulo IV: Resultados de la
investigacion y Discusion. Capitulo V: Conclusiones y Recomendaciones.

Referencias Bibliohemerogréficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La resistencia bacteriana es un problema de caracter mundial que
afecta a todos los grupos poblacionales, especialmente a los nifios. El uso
irracional de los antibiéticos ha derivado en la emergencia y diseminacion de
microorganismos que son resistentes a drogas de primera linea, baratos y
efectivos. Las principales patologias donde se expresa esto es en la
enfermedad diarreica, infeccion del tracto respiratorio, meningitis, infecciones
de transmision sexual, infecciones adquiridas en el hospital, infecciones
respiratorias agudas, el 80 % de las cuales son bronquitis, faringitis, laringitis
y amigdalitis, enfermedades frecuentes en la infancia, que en su mayoria
tienen un origen viral y por tanto no requieren antibioticos (Instituto Nacional
de Salud, 2008).

El aumento de la disponibilidad de agentes antibacterianos para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas en hospitales y en la comunidad
produjo la aparicidon de resistencia de éstos patdégenos, lo que constituye una
preocupacion para la salud publica, especialmente en los paises menos
desarrollados, debido a que existen menos opciones econémicas y apropiadas
de tratamiento. Asi mismo, la pérdida de eficacia de ciertos tratamientos por
causa de la resistencia de los tratamientos aumenta el sufrimiento humano,
contribuye a la pérdida de productividad y mortalidad (Maldonado, Llanos y
Zavalaga, 2002).



A nivel mundial el 70 % de bacterias responsables de las infecciones
nosocomiales son resistentes al menos a uno de los antibidticos mas

comunmente utilizados para tratarlas (Oromi, 2000).

Curcuma longa, perteneciente a la familia Zingiberaceae, posee
innumerables estudios farmaco-toxicoldgicos a nivel internacional, pero adn
las bases de datos y sistemas informativos estan poco documentados al
respecto. Con las nuevas investigaciones que existen sobre la especie, se
crean grandes posibilidades de obtener fitofarmacos con accién antioxidante,
antiinflamatoria, anticancerigena y antibacteriana, entre otras, con menor

potencial de efectos adversos (INS, 2007).

En busca de indagar en lo anteriormente descrito, en la presente
investigacion se estudio la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial
de Curcuma longa, mediante el método de difusién en agar con discos frente
a diferentes cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas y debido a

ello se formuld la siguiente interrogante:

¢,Cual es la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Curcuma longa, mediante el método de difusién en agar con discos frente a

diferentes cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

La accesibilidad a la mayoria de las drogas prescritas en el mercado ha
aumentado para las personas de bajos recursos. En contraparte, el incremento
de las tasas de resistencia bacteriana a los antibacterianos conforma una de
las mayores amenazas. En paises en vias de desarrollo a diferencia de los
paises desarrollados, el consumo de antibiéticos ha conducido a un aumento
desproporcionado de la incidencia del uso inapropiado de estos farmacos
(Maldonado y cols., 2002).

El aumento de la resistencia bacteriana y uso irracional de antibiéticos
no es un fenébmeno reciente, por lo que se plantea en la actualidad, la discusion
sobre la capacidad de los nuevos medicamentos para combatir efectivamente
a los microorganismos, ha impulsado a la comunidad cientifica en la

investigacion de nuevos agentes antibacterianos (Cechinel y Yunes, 1998).

Se han desarrollado lineas de investigacion basadas en las propiedades
antiinfecciosas y antiinflamatorias de plantas utilizadas en la medicina popular,
pudiendo asi contribuir innovadoramente en la terapia antimicrobiana
(Phillipson, 2001). Las plantas producen gran numero de metabolitos
secundarios en diversas partes (hojas, raices, flores, semillas) que son
liberados al medio ambiente y muchos de ellos presentan accion
antibacteriana. Estos metabolitos secundarios dan origen a diversos
compuestos como alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos, que
son especificos de determinadas familias, géneros o especies y cuyas

funciones, hace poco tiempo, eran desconocidas (Phillipson, 2001).

En 1970, la OMS reconocio6 los beneficios de la medicina china (a base
de extractos de plantas), donde surgen investigaciones y desarrollo de
medicamentos obtenidos de fuentes naturales (Newman, Gragg y Snader,
2003).



La medicina popular es rica en plantas utilizadas para los mas diversos
fines, que sustituyen muchas veces, la prescripcion médica. Esto se justifica,
en parte, por el alto grado de accesibilidad de las plantas medicinales, debido
a la gran disponibilidad de estos, muy diferente del que ocurre con los
medicamentos industrializados que, en la mayoria, dependen de la tecnologia

y materia prima externa (Amorim, Lima, Higino y Silva, 2003).

Es por ello que nace la imperiosa necesidad, de la utilizacion de los
aceites esenciales presentes en las plantas y rizomas como una alternativa
mas efectiva, que nos permitan obtener compuestos nuevos que sirvan para
controlar las enfermedades infecciosas causadas por bacterias, a fin de
evaluar la composicion quimica y determinar la actividad antibacteriana del
aceite esencial de los rizomas de Curcuma longa contra distintas cepas de

bacterias Gram positivas y Gram negativas.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite

esencial de Curcuma longa, frente a cepas Gram positivas y Gram negativas.

Objetivos Especificos

v' Obtener el aceite esencial de los rizomas de Curcuma longa, por el
método de hidrodestilacion utilizando la trampa de Clevenger.

v/ Caracterizar los componentes volatiles del aceite esencial obtenido por
la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM) y calculo del indice de Kovats.

v' Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial obtenido de los
rizomas de Curcuma longa a través del método de difusién en agar con
discos frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

v" Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial
de Curcuma longa mediante el método de difusién en agar con disco
(Kirby-Bauer), frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram

negativas.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la investigacion

El logro de esta investigacion esta relacionado con la evaluacién de
metabolitos secundarios y actividad antibacteriana del aceite esencial de
Curcuma longa, permitiendo asi generar una innovacién sobre las propiedades
farmacoldgicas de esta especie vegetal que pudiera ser aprovechada como
alternativa terapéutica natural y que sirva ademas como base para apoyar

futuras investigaciones.
Limitaciones de la investigacion

En la realizacién de este trabajo de investigacidn se presentaron
diferentes limitaciones en aspectos tedricos, técnicos y econdmicos, los cuales
afectaron la plena ejecucion del mismo. Disponibilidad de tiempo para su
elaboracioén, los escasos recursos materiales y financieros que limitaron su

desarrollo.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Zeshan, Ashraf, Omer, Anjum, Ali, Najeeb y Majeed en el afio (2023)
realizaron un estudio intitulado actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de Curcuma longa y Syzygium, para obtener los aceites esenciales
se sometieron a destilacion a vapor, posteriormente se fraccionaron los aceites
esenciales empleando cromatografia en columna. Los componentes
principales del aceite esencial de C. longa fueron ar-tumerona, a-tumerona, (3-
tumerona, B-felandreno, a-zingibireno, [3-sesquifelandreno y p-cimeno. Se
evaluo la actividad antibacteriana mediante el método de difusion de agar en
pozo de los aceites esenciales y sus fracciones. Se calcularon el ensayo y las
concentraciones inhibitorias minimas. Los aceites esenciales crudos de C.
longa y S. aromaticum exhibieron actividad antimicrobiana, pero la actividad
de S. aromaticum fue mejor que la de C. longa con un maximo de zona de

inhibicion de 19,3 mm contra A. baumannii a 1,04 uL/mL de CMI.

Albagami, Hamdi, Narayanankutty, Visakh, Sasidharan, Kuttithodi,
Famurewa y Pathrose en el afio (2022), cuya investigacion fue intitulada
composicién quimica y actividades biolégicas aceite esencial de las hojas
Curcuma longa, Curcuma aromatica y curcuma angustifolia. La composicion
quimica de estos aceites esenciales fue analizada mediante GC-EM. La

actividad antibacteriana se evalué mediante el método de difusion en disco y



analisis de concentracion minima inhibitoria frente a bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Salmonella enterica). Se obtuvo como resultados los principales
componentes detectados a-felandreno, 2-careno, eucaliptol, alcanfor, 2-
bornanona, curdiona. curzerenona, a-lemenona, longiverbenona y a-
curcumeno. Asimismo, los resultados indicaron una mayor actividad
antibacteriana para el aceite esencial de Curcuma longa con su respectiva
CIM. Valores (Staphylococcus aureus 20,6 mm), (Escherichia coli 22,2 mm) ,
(Pseudomonas aeruginosa 20,4 mm) y (Salmonella enterica 17,6 mm). Por lo
tanto, el presente estudio confirma la posible utilidad de las hojas de diferentes
Curcuma spp. como posible fuente de aceites esenciales con potencial
farmacoldgico.

Thin, Thinh y Hanh en el (2022), cuya investigaciéon intitulada
composicion quimica y actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
las hojas y rizomas de Curcuma zedoaria obtenidos mediante extraccion con
fluido supercritico. Los compuestos mayoritarios del aceite esencial de las
hojas fueron iso-borneol (31,2 %), B-elemeno (14,7 %), B-cariofileno (11,4 %),
1,8-cineol (9,7 %) y oOxido de cariofileno (5,9 %). En el aceite esencial de
rizoma, 1,8-cineol (41,7 %), B-elemeno (13,6 %), curzerenona (12,3 %),
alcanfor (10,2 %) y germacreno B (5,2 %). Los aceites esenciales de las hojas
y rizomas de C. zedoaria mostraron actividad antimicrobiana Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus y Candida albicans, con valores CIM que oscilan entre 100 y 400 pg/mL
respectivamente. Por lo tanto, nuestros resultados respaldan la necesidad de
una mayor investigacion de los aceites esenciales de C. zedoaria como fuente

potencial de agentes antimicrobianos.
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Antecedentes Histéricos

La referencia escrita mas antigua procede de un herbario asirio del afio
600 antes de Jesucristo, en el que ya se mencionan las cualidades de la
Curcuma como planta colorante. Dioscorides sefala su origen Hindu y sus
virtudes depilatorias ademas de su gusto amargo. En la edad media europea
comienza a emplearla como sustitutivo mas barato del azafran en la
preparacion de platos y salsas que por sus llamativos colores (Garcia, Benitez,

Pacheco, Chavez y Cerezo, 2001).

En 1987 se comprobd que la curcumina (ingrediente activo del rizoma
de Curcuma) era bastante toxica para Salmonella, aunque no para E. coli
filtradas, y que tenia capacidad para alterar el ADN en presencia de luz visible
(Kuklinski, 2000).

En la actualidad la Curcuma es muy utilizada en regiones tropicales
americanas y asiaticas, como fuente de pigmentos naturales en diversos
alimentos, asi como en la industria de los cosméticos, textil y con mas
predominancia para uso en medicamentos naturales, con beneficios para la
salud, en contraste con el efecto toxico de los productos elaborados por
sintesis quimica. Incluso el papel tefiido con tintura de Curcuma sirve para
comprobar la alcalinidad. Las ultimas investigaciones sobre los efectos
biologicos de los extractos de Curcuma y de los curcuminoides estan
encaminadas a estudiar su actividad anticancerosa, principalmente frente al
Cancer de piel, colon y duodeno, también para tratamientos del virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) y el Alzheimer (Kuklinski, 2000).
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Bases Tedricas

Aspectos Botanicos de la Familia Zingiberaceae

La familia de las Zingiberaceae, representa un gran grupo que abarca
mas de 1400 especies originarias de las regiones tropicales del Viejo Mundo,
en particular de la region Indomalaya. Se trata fundamentalmente de plantas
herbaceas, provistas de rizomas, con grandes hojas que tienen una vaina larga
que envuelve el tallo y poseen generalmente células oleiferas, llenas de
esencia (Cabafas, De la Luz, Lamothe, Suérez y Dominguez, 2005).

Hierbas perennes, aromaticas picantes, pequefias a grandes, con
células secretoras dispersas que contienen aceites esenciales, varios
terpenoides, y compuestos fenil-propanoides. Pelos simples. Tallos
rizomatosos de ramificacion simpodial (Cabafas y cols., 2005)

Hojas: simples, enteras, directamente de los rizomas, disticas,
envainantes, con ligula, pinnatinervadas. Son alternas, sin formar brotes
basales ni terminales, de margen entero, usualmente pecioladas, con una
lamina bien desarrollada, venacion peniparalela, base envainadora (vainas
formando un pseudotallo en algunos taxones), y normalmente una ligula. El
peciolo con canales aeriferos, éstos separados en segmentos por diafragmas

compuestos por células de forma estrellada (Cabafas y cols., 2005).

Flores: las flores, en su mayoria hermafroditas y zigomorfas, se retinen
en inflorescencias de varios tipos: cimosas, racemosas 0 capituliformes
(Figura 1) (Cabafas y cols., 2005).
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Taxonomia de la Familia Zingiberaceae

Reino: Plantae

Division:  Angiospermae

Clase: Monocotyledoneae

Subclase: Commelinidae

Orden: Zingiberales

Familia: Zingiberaceae (Cabarias y cols., 2005).

Figura 1. Inflorescencias de la familia Zingiberaceae

Tomado y modificado de Cabafas y cols., 2005.
Distribucion Geogréfica de la Familia Zingiberaceae

La distribucion es pantropical, son plantas de clima tropical y estan
presentes en buena parte de las regiones ecuatoriales del mundo; la mayor
concentracion y diversidad se halla en el sudeste asiatico, especialmente

Indomalasia. Principalmente se encuentran en habitats debajo de la canopia
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de los bosques, sombreados a semi-sombreados, ocasionalmente en tierras
hamedas (Vovides, 2024).

Compuestos Quimicos Presentes en la Familia Zingiberaceae

Dentro de los compuestos quimicos (Figura 2) se encuentran
compuestos no volatiles de derivados del fenilpropanoide, particularmente
gingerol (1) y Zingerona (2). El rizoma de las especies, en su estado natural,
se compone de un 79 % de agua, un 18 % de carbohidrato y en menor cantidad
proteina (2 %) y grasa (1 %), 334 calorias, vitamina C (5 mg), vitamina B9 (11
mg), magnesio (43 mg) y potasio (415 mg). Otras vitaminas y minerales
presentes en la familia como por ejemplo el jengibre fresco posee vitamina E,
vitaminas B1-B6, calcio, hierro, manganeso, zinc, fosforo y sodio (Wood,
1988).

Figura 2. Ejemplos de compuestos de la familia Zingiberaceae

o
O OH
HO
HO /o
OCHjs .
Gingerol (1) Zingerona (2)

Tomado y modificado de Cabafas y cols., 2005.

Usos Etnobotanicos y Actividad Farmacoldgica de la Familia

Zingiberaceae

La decoccibn de rizomas se wusa para tratar afecciones
gastrointestinales (célico, diarrea, inapetencia, indigestion, flatulencia,

nausea), y respiratorias (amigdalitis, asma, bronquitis, catarro, fiebre, gripe,
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inflamacion de la garganta, pleuresia, resfrio, ronquera, tos, tos ferina) malaria,

gota, dismenorrea y reumatismo (Wood, 1988).

Topicamente se aplican cataplasmas y ungtentos del rizoma en los
casos de menstruacion dificil y cefalea, por su accion estimulante en el dolor
de muelas, induraciones, inflamaciones, tumores, reumatismo, Ulcera y
cancer; con el jugo del rizoma se hacen masajes a los nifios como tonificante
(Wood, 1988).

Se le atribuye propiedad afrodisiaca, analgésica, antihistaminica,
antiséptica, antitisiva, aperitiva, aromatica, astringente, carminativa,
diaforética, digestiva, expectorante, rubefaciente, sudorifica y ténica (Wood,
1988).

Aspectos Botanicos del Género Curcuma

Los miembros del género Curcuma se reconocen facilmente entre las
monocotileddéneas por su inflorescencia, una espiga de 20 cm con grandes
bracteas y diminutas flores (de dos a diez flores) que estan unidas entre si,
formando bolsas. Las flores se sitian en el extremo de largos tallos de hasta
1 m de longitud, en cuya base crecen largas hojas de 30 a 50 cm (Raina,

Srivastava, Jain, Ahmad, Syamasundar y Aggarwal, 2002).

La Curcuma tiene un tubérculo principal del que salen varios rizomas
de 5 a 8 cm, rectos o ligeramente curvados, con ramas secundarias formando
una densa marafa. El interior del tubérculo y de los rizomas es de color naranja
oscuro, mientras que el exterior es amarillo anaranjado (Figura 3) (Raina y
cols., 2002).
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Taxonomia del Género Curcuma

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: Zingiberales
Familia: Zingiberaceae
Subfamilia: Zingiberoideae

Género: Curcuma (Raina y cols., 2002).

Figura 3. Curcuma aromatica

Tomado y modificado de Thin y cols., 2022.

Distribucion Geogréfica de Género Curcuma

La India es el primer productor mundial de Curcuma (94 % de la
produccion mundial total), con unas 150000 hectareas dedicadas a su cultivo;
el 92 % de esta produccion se destina al uso doméstico como condimento y el

8 % se exporta (Thin y cols., 2022).
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Especies de Curcuma

Pais

Curcuma longa

India (principal productor),
Bangladesh, Pakistan, Tailandia,
Indonesia y otros paises del sudeste
asiatico.

Curcuma zedoaria

India, Indonesia, Malasia y algunas
partes de Africa

Curcuma aromatica

India, Nepal, y algunas regiones del
sudeste asiatico.

Curcuma petiolata

India y algunas areas del sudeste
asiatico

Curcuma amada

India, especialmente en la region de
Maharashtra.

Fuente: Marliyana, Wibowo, Wartono y Munasah, 2018.

Estas son solo algunas de las especies de cldrcuma, existen muchas

MAas que se encuentran en diversas regiones tropicales y subtropicales del

mundo (Marliyana, Wibowo, Wartono, Munasah, 2018).

Compuestos Quimicos Presentes en el Género Curcuma

Los rizomas son la parte de la planta que se utiliza y contienen

compuestos fendlicos, aceites esenciales, esteroides, alcaloides y otras

sustancias (méas de 400 identificadas). Los curcuminoides son los principales

compuestos fenodlicos de la Curcuma, de un 5 a un 9 %. Tres son mayoritarios

y son los responsables de los principales beneficios de la planta: la curcumina

y dos de sus derivados (la demetoxicurcumina y la bisdemetoxicurcumina)

(Raina y cols., 2002).
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Los compuestos quimicos de los aceites, los cuales los principales son
B — cariofileno (3), Curzerenona (4), 8 -Elemeno (5), Germacreno B (6), Oxido
de cariofileno (7), Isoborneol (8) (Thin y cols., 2022).

Figura 4. Compuestos quimicos de los aceites esenciales de Género

Curcuma

B — Cariofileno (3) Curzerenona (4) B -Elemeno (5)

HO,

Germacreno B (6) Oxido de cariofileno (7) Isoborneol (8)

Tomado y modificado de Thin y cols., 2022.

Usos Etnobotanicos y Actividad Farmacologica del Género

Curcuma

Los rizomas de la Curcuma se han utilizado tradicionalmente en muchas
partes del mundo por sus propiedades y virtudes medicinales para la salud
digestiva y hepatica, articular y la circulacion sanguinea en la India, China,
Brasil, Canada, Iran, Irak, Corea y Marruecos se utilizan principalmente. La
Agencia Europea de Medicamentos reconoce el uso tradicional de la Curcuma
para aliviar los problemas digestivos como las digestiones dificiles (Raina y
cols., 2002).
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Aspectos Botanicos de la especie Curcuma longa

Especie herbacea, vivaz, rizomatosa, de 0,60 a 1 m de altura, hojas
anchas de 30 a 40 cm, largamente pecioladas, ovales o lanceoladas, color
verde claro. Las flores pueden tener distintos colores segun las variedades,
amarillo, parpura, etc. y se disponen en espigas cilindricas 10 a 20 cm,
coéncavas, por lo general de color verde y de cuyas axilas nacen las flores, céliz
tubular, ovario velloso, tallo subterraneo. Se producen durante el verano y
posteriormente las hojas se marchitan. El rizoma principal es carnoso, ovalado,
periforme, anaranjado por dentro, y de él salen otros rizomas secundarios,
alargados, algo cilindricos y tiernos llamados dedos de unos 4 a 7 cm de largo,
gue son los que desde hace siglos se emplean como condimento, tinte y

estimulante medicinal (Raina y cols., 2002).

La propagacion se realiza a partir de los rizomas de la propia planta, y
que da lugar a una nueva planta renovada. También es posible mediante
semillas, pero no se hace comercialmente. La recoleccidn se realiza a los diez
meses de haberse plantado. La Curcuma longa se desarrolla en regiones
himedas tropicales y subtropicales, dentro de un rango de altitud que oscila
entre 200 y 1000 metros sobre el nivel del mar. Temperatura media optima:

entre 24 a 28 °C, temperatura minima: alrededor de 18 °C (Rainay cols., 2002).

La sequia reduce el desarrollo de los rizomas pequeiios. Requerimiento
del suelo: con buen drenaje franco (franco arenoso, franco- arenoso- arcilloso),
encharcamiento es perjudicial; arcilla pesada inhibe el desarrollo del rizoma y
los suelos arenosos no son adecuados para la formacion de rizomas grandes.
El cultivo responde a la adicion de cantidades altas de materia organica, el pH
ligeramente acido (5 a 6), altitud: desde el nivel del mar hasta los 1500 m.
(Figura 5) (Raina y cols., 2002).
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Taxonomia de la especie Curcuma longa

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Subclase: Zingiberidae

Orden: Zingiberales
Familia: Zingiberaceae
Género: Curcuma

Especie: Curcuma longa (Raina y cols., 2002).

Figura 5. Curcuma longa: rizoma, cortes y particulas

Tomado y modificado de (Raina y cols., 2002).

Distribuciéon Geografica de la especie Curcuma longa

Se adapta a zonas calidas humedas, se puede encontrar desde
Polinesia y Micronesia hasta el Sudeste Asiatico. Necesita temperaturas de
entre 20 y 30 °C y una considerable pluviosidad para prosperar. Sangli, una
ciudad en el sur de la India, es uno de los mayores productores de esta planta,
se cultiva por sus rizomas, que se emplean como especia (Goncalves, Barros,
Silva y Fedes, 2019).
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Compuestos Quimicos Presentes en la especie Curcuma longa

El rizoma de Curcuma contiene curcumina (9), Demetoxicurcumina (10),
Zingibereno (11), (Figura 6) una materia colorante amarilla, insoluble en agua,
soluble en alcohol y éter; aceite esencial, almidon (entre un 30 y 40 %), resina,
goma, aceite graso, oxalato de calcio. Con un rango establecido del 3- 5 % de
curcumina (Garcia y cols., 2001). La curcumina es inestable a pH basico,
también ocurre una degradacion extremadamente lenta a pH entre 1y 7 (Raina
y cols., 2002).

Figura 6. Compuestos Quimicos especie Curcuma longa

O O O O
SRS S TG G hhiE >
HO OH  HO OH

OCH3 OCHg
Curcumina (9) Demetoxicurcumina (10)
NS EH

Zingibereno (11)
Tomado y modificado de Goncalves y cols., 2019.

Curcuma longa contiene aceites esenciales en forma de:

1.8- Cineol (12), a—pineno (13), a-terpineol (14), B-pineno (15), Borneol (16),
Cariofileno (17), Curcumerol (18), ar-curcumeno (19), p-cimeno (20), Propil-
benceno (21), a-turmerona (22), B-turmerona (23), ar-turmerona (24), n- heptil-
salicilato (25), a-cadinol (26), B-sesquifelandreno (27), ar-tumerol (28) (Figura
7) (Bravo y Marbuendo, 2006).
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Figura 7. Componentes del aceite esencial de la Curcuma longa
(continuacion)

HO, ~H

: a- cadinol (26)
ar- turmerona (24) n- heptil-salicilato (25)

| OH

~

S ToH

B -sesquifelandreno (27) ar- tumerol (28)

Tomado y modificado de Goncalves y cols., 2019.

Usos Etnobotanicos y Actividad Farmacoldgica de la especie

Curcuma longa

El tallo de Curcuma longa L. se ha usado por mucho tiempo en la
medicina asiatica tradicional para tratar malestares gastrointestinales, dolor de
artritis y energias bajas. Investigaciones en animales y en laboratorio han
demostrado propiedades contra el cancer, antioxidantes, antiinflamatorias (a
través de la modulacion del metabolismo de los eicosanoides),
hepatoprotectoras (por disminuir los niveles de colesterol en la sangre),
dispepsia (acidez gastrica), sarna (si se usa en la piel) y por sus efectos o

antirradicales libres, entre otros (Kuklinski, 2000).

Ademas de su uso como condimento el extracto de los rizomas se usa
en el tratamiento de la hepatitis, infecciones, cdlicos, dolor de muela,
analgésico. Actualmente esta planta es muy usada por la poblacion como

antiinflamatorio (para tratar a pacientes con afecciones reumaticas, por su
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constituyente principal que es la curcumina), como antioxidante (los rizomas
frescos, por los componentes de su aceite esencial y la oleorresina) (Kuklinski,
2000).

En la medicina tradicional asiatica se emplea para mejorar la indigestion
por comidas grasosas y mejorar los problemas de Ulceras gastroduodenales;
también es de aplicacién tépica para los que presentan Ulceras en la piel,
ademas de otras patologias: escabiosis, antiespasmaodico, antimicrobiano,
antimicético (tifia), antitrombotico, anticonceptivo, hipoglucemiante, es
estimulante del apetito y de la lactancia. Es util, ademas, para tratar a
pacientes con enfermedad de Alzheimer, hipertensién arterial, epilepsia,
hepatitis, asma bronquial, fibrosis quistica, célculo renal, catarata, lepra y
esclerodermia; reduce edemas, hematomas y aumenta el nimero/motilidad de

espermatozoides (Kuklinski, 2000).

El rizoma de la Curcuma ha sido usado en medicina tradicional China,
Hindu y Ayurvédica para aliviar problemas digestivos, también usaron como
un antiinflamatorio y como cicatrizante. Los responsables de la bioactividad de
la Curcuma son los curcuminoides, especialmente la curcumina y compuestos
fendlicos, tiene efectos medicinales estudiados cientificamente, para la
inflamacion en artritis reumatoide, para prevenir la arteriosclerosis, efectos
hepatoprotector, desordenes gastrointestinales, para psoriasis 0 eczemas y
capacidad antioxidante (Kuklinski, 2000).

La curcumina se puede utlizar para dolencias como artritis,
inflamaciones producidas por golpes, torceduras, etc. Estos efectos se deben
principalmente por inhibicibn de la fosfolipasa-2, la ciclooxigenasa y la
lipoxigenasa enzimas que promueven la disminucion de la respuesta
inflamatoria ademas no dafia el tracto digestivo debido a que también posee

actividad protectora en dicho 6rgano y sin producir efectos al sistema nervioso
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central (SNC) (Anuradha, Bai, Sailaja, Sudhakar, Priyanka, Deepika, 2015;
Espinoza y La Fuente, 2017).

Recientes investigaciones revelan las propiedades de la Curcuma como
cicatrizantes, antiulceroso, protector digestivo, inflamaciones del sistema 6seo
y lo ultimo previene de dafio celular inhibiendo a las células cancerigenas con
ingestas de extractos acuosos donde se relaciona a los flavonoides como
agente principal de dicha actividad (Sanchez y Méndez, 2013; Espinoza y La
Fuente, 2017). Por otra parte, se hace mencion que la Curcuma tiene
relevancia significativa en el estrés oxidativo similar a la vitamina E y que a la
vez previene de la peroxidacion lipidica tanto a nivel microsomal hepatico y en

los eritrocitos (Sanchez y Méndez, 2013).

Chisi y Flores (2017), reportan que la Curcuma tiene efectos en el
musculo liso vascular donde cumple un rol importante en la prevencion de
formacién de ateromas ya que disminuye la peroxidacion lipidica, ademas de
tener un efecto antitrombdtico en conjuncion con el 17-a estradiol pudiendo

detener la oxidacién de la lipoproteina de baja densidad (LDL).

Productos Naturales

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de
compuestos, pero se define como “productos naturales” o “metabolitos
secundarios”, ambos sinGnimos, a aquel que es propio de una especie, se le
conoce también como producto quimico y en la mayoria de los casos no tiene
la utilidad aparente para el ser que los sintetiza, a diferencia de los metabolitos
primarios o productos bioquimicos que presentan una utilidad definida y que
son comunes en todos los seres vivos, algunos de estos son: carbohidratos,

lipidos y proteinas (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Clasificacion de los metabolitos secundarios

Los fitoquimicos se clasifican de acuerdo a la estructura quimica, fuente
de produccién, asi como la actividad biolégica que presenta, entre los
metabolitos secundarios se encuentran: terpenos polifenoles, fitoestrogenos,
polisacaridos y fitoesteroles (Bruneton, 2001).

Generalidades de los aceites esenciales
Aceites esenciales

Son sustancias quimicas presentes en un gran namero de vegetales.
Estos concentrados aceitosos se extraen de las hojas, flores, semillas,
cortezas, raices o frutos de diversas plantas; generalmente se evaporan al
contacto con el aire. Se aplica también a las sustancias sintéticas similares
preparadas a partir del alquitran de hulla y a las sustancias semisintéticas
preparadas a partir de los aceites esenciales naturales. Son en su mayoria
insolubles en agua, pero facilmente solubles en alcohol, éter y aceites
vegetales y minerales. Por lo general, no son oleosos al tacto; pueden
agruparse en varias clases, dependiendo de su estructura quimica: alcoholes,
ésteres, aldehidos, cetonas, lactonas, 6xidos e hidrocarburos (Cafiigueral y
Vila, 2007).

Tienen una enorme cantidad de usos y se obtienen tanto de plantas
cultivadas como de plantas silvestres. La Organizacion de las Naciones
Unidad para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), estima que existen
alrededor de 3000 aceites esenciales conocidos a nivel mundial, de los cuales
aproximadamente el 10 % tiene importancia comercial. La mayoria se usan en
cosmeéticos, masajes, aromaterapia, artesanias o en productos de limpieza;

otros son usados como repelentes de insectos, tanto para el hombre como
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para el ganado y en medicina se aplican en el tratamiento de una amplia

diversidad de afecciones (Cafiigueral y Vila, 2007).
Usos de los aceites esenciales

Las aplicaciones terapéuticas de los aceites esenciales son muy

diversas.

1. Trastornos del suefio, nerviosismo: AE de lavanda (Lavandula

angustifolia Mill.)

2. Mejora de las funciones cognitivas: AE de salvia espafiola (Salvia
lavandulifolia Vahl.), sobre la que se han publicado ya los primeros resultados

clinicos.

3. Trastornos respiratorios, como catarros de vias respiratorias altas,
rinitis, sinusitis, faringitis, bronquitis, etc. Aceites esenciales de: anis verde
(Pimpinella anisum L.), menta piperita (Mentha x piperita L.), tomillo (Thymus
vulgaris L.), pino (Pinus sp.) o abeto (Abies sp.), manzanilla comun
(Chamomilla recutita (L.) Rauschert), entre otros. EI AE de eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill.) se emplea en enfermedades respiratorias
obstructivas crénicas y su principal componente, el 1,8-cineol o eucaliptol, ha
mostrado interés clinico en el tratamiento del asma bronquial como

coadyuvante de la prednisolona, ya que permite reducir la dosis de esta ultima.

4. Afecciones digestivas, como dispepsia, flatulencia, meteorismo y
espasmos intestinales. Se utilizan entre otros, aceites esenciales de: anis
verde, de coriandro (Coriandrum sativum L.) o de menta piperita. Este ultimo
ha demostrado, ademas, eficacia moderada en el sindrome del intestino
irritable. Cefalea: Aplicacion topica del aceite esencial de menta.

5. En el dolor reumatico y muscular y en las neuralgias se utilizan

aceites esenciales aplicados tépicamente, como: aceites esenciales de romero
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(Rosmarinus officinalis L.), la esencia de trementina (Pinus sp.) o el de clavo
(Syzygium aromaticum L.) muchas veces por sus propiedades rubefacientes.
Entre los desarrollos realizados en Latinoamérica en este campo, cabe
destacar la introduccion del aceite esencial de Cordia verbenacea D.,
comercializado recientemente en el mercado farmacéutico brasilefio en forma

de crema.

6. Inflamaciones e infecciones de piel y mucosas, en las que pueden
utilizarse, por ejemplo, los aceites esenciales del arbol del té australiano
(Melaleuca alternifolia), de tomillo o el de manzanilla comuan (Cafiigueral y Vila,
2007).

Compuestos quimicos de los aceites esenciales

En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y
aromaticos, asi como sus derivados oxigenados. Ej: alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres, substancias azufradas y nitrogenadas. Los compuestos mas
frecuentes derivan biolégicamente del acido mevaldnico y se les cataloga
como terpenos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y
carotenos. Es posible encontrar en los aceites, derivados del fenil propano y
compuestos formados por la degradacion de acidos grasos (Marcano vy

Hasegawa 1991).
Terpenos

Los terpenos forman la familia mas grande de los productos naturales,
ejemplo en mentol (29) (Figura 8) los cuales son de importancia en el sistema
inmunologico, reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares y
favorecen la produccion de endorfinas. Su estructura base esta formada por
unidades isoprénicas triterpenoides y esteroles. Las plantas utilizan los

terpenoides para funciones basicascomo el crecimiento y el desarrollo,
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pero usan la mayoria de los terpenoides parainteracciones quimicas mas
especializadas y la proteccién en el medio bidtico y abiético (Sanchez,
2020).

Figura 8. Ejemplo de un terpeno mentol

CHj

HO
H3C CHs;

Mentol (29)

Tomado y modificado de Sanchez, 2020.

Monoterpenos

Son biogenéticamente derivados de dos unidades de isopreno y estan
distribuidos en una gran variedad de sistemas vivos, plantas, microorganismos
e insectos; algunos tienen funciones especificas en el individuo, otros
presentan actividades bioldgicas de distinta naturaleza (Marcano y Hasegawa
1991).

Existen varios tipos estructurales de monoterpenos, los esqueletos
regulares que son aquellos que siguen la regla del isopreno y los esqueletos
irregulares, en los cuales no se mantiene la secuencia de los carbonos que
conforman los dos fragmentos de isopreno unidos "Cabeza—Cola", y se
pueden generar por:. pérdida de atomos de carbono, reordenamientos del
esqueleto y union anormal de los mondmeros entre los cuales se pueden
mencionar : a-pineno (13) sabineno, B-pineno (15) a-terpineol (14) (Marcano y

Hasegawa 1991).
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Sesquiterpenos

Aunque contienen soélo 15 atomos de carbono, presentan una gran
diversidad esqueletal como resultado de la facilidad de rearreglarse que tienen
estas estructuras. Al aumentar el numero de ciclaciones y de modificaciones
posteriores, crece de manera espectacular, lo que explica que estén descritos
mas de un millar de compuestos, relacionados con una centena de esqueletos;

tal como: a-humuleno (30) (Figura 9) (Marcano y Hasegawa 1991).

Figura 9. Sesquiterpenos

a-humuleno (30)
Tomado y modificado de Thin y cols., 2022

Técnicas de extraccion de aceites esenciales

Hay muchas maneras para extraer los aceites esenciales que se

mencionaran a continuacion:
Enfleurage

Este es el método por el cual las esencias de la flor tales como jazmin,
rosa, que son mas delicadas y dificiles de obtener son extraidas. Las flores o
los pétalos se machacan entre las bandejas enmarcadas, de cristal de madera
manchadas con una grasa animal grasienta hasta que se satura con su
perfume. Para esto se utilizan grasas naturales con puntos de ablandamiento
alrededor de 40 °C, normalmente manteca de cerdo RBD (Refinada,
Blanqueada, Desodorizada). Se extiende en bandejas 6 “chasis” en

profundidad no mayor a 0,5 cm y sobre ella se colocan los pétalos de flores 6
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el material vegetal, desde donde se van a extraer los principios odorificos, el
contacto puede durar de 3 a 5 dias. Luego el material vegetal es removido y
reemplazado por material fresco, esta operacién se repite buscando la
saturacién de la grasa. Posteriormente la grasa impregnada del principio
activo, “le pomade”, se lava con alcohol libre de congéneres (alcohol de
perfumeria), relaciéon 1/1 dos veces consecutivas. El alcohol se filtra y se
destila a vacio (T 30 °C) hasta recuperar un 80 % del volumen de alcohol,
como minimo, en el fondo queda un residuo llamado “absolute” (Morillo,

Fernandez, Hernandez, Castillo y Marquina, 2010).

Funciones de los aceites esenciales

La volatilidad, el marcado olor de los aceites esenciales y sus
caracteristicas propias constituyen los elementos de la comunicacién quimica;
su papel en la polinizacion y en la dispersion de las didsporas es muy
importante. Cada uno tiene su aroma caracteristico y un perfil terapéutico
propio. Algunos son calmantes y relajantes, mientras que otros son
estimulantes y vigorizantes. A menudo constituye un medio de defensa frente
a depredadores como los microorganismos, hongos, insectos herbivoros
(Pratap y Jain, 2011).

Utilidad de los aceites esenciales

La funcion del aceite esencial en la planta no se conoce bien.
Probablemente el aroma de las flores atrae o0 repele a ciertos insectos
ayudando asi a la fertilizacion. Sirven de reserva alimenticia de la planta o
como precursores de otros componentes y provocando la pérdida de

humedad, evitando la muerte de la planta (Albornoz, 1980).
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Extraccién con solventes

El material previamente debe de ser molido, macerado, picado, para
permitir mayor area de contacto entre el sélido y el solvente. El proceso ha de
buscar que el sélido, o el liquido, o ambos, estén en movimiento continuo
(agitacion), para lograr mejor eficiencia en la operacion. Se realiza
preferiblemente a temperatura y presidbn ambientes. El proceso puede
ejecutarse por batch (por lotes o cochadas) o en forma continua (percolacion,
lixiviacion, extraccion tipo soxhlet). Los solventes mas empleados son: Etanol,
metanol, isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno, xileno, ligroina, éter
etilico, éter isopropilico, acetato de etilo, acetona, cloroformo; no se usan
clorados ni benceno por su peligrosidad a la salud. Los solventes se recuperan
por destilaciéon y pueden ser reutilizados (Morillo, Fernandez, Hernandez,
Castillo y Marquina, 2010).

El solvente adicionalmente extrae otros componentes como colorantes,
gomas, mucilagos, ceras, grasas, proteinas, ha de disponerse de una unidad
de enfriamiento, para la menor pérdida del solvente. El material residual en la
marmita de destilacidén, contiene concentrados las materias odorificas y se le
conoce como “concrete”. En caso de emplear glicoles, aceites vegetales,
aceites minerales, como solventes extractores, los componentes odorificos
son imposibles de recuperar desde alli y el producto se comercializa como un
todo, conocido como “extractos” (Morillo, Fernandez, Hernandez, Castillo, y
Marquina, 2010).

Extraccion por prensado

El material vegetal es sometido a presién, bien sea en prensas tipo
batch o en forma continua, dentro de éstos se tienen los equipos: Tornillo sin
fin de alta o de baja presion, extractor expeller, extractor centrifugo, extractor

decanter y rodillos de prensa. Para los citricos antiguamente se empleo el
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método manual de la esponja, especialmente en Italia, que consiste en
exprimir manualmente las cascaras con una esponja hasta que se empapa de
aceite, se exprime entonces la esponja y se libera el aceite esencial (Morillo y
cols., 2010).

Otros métodos corresponden a raspado, como el del estilete o “ecuelle”,
donde la fruta se pone a girar en un torno y con un estilete se raspa la corteza
unicamente; permanentemente cae un rocio de agua que arrastra los detritos
y el aceite liberado. Otro proceso emplea una maquina de abrasion similar a
una peladora de papas, la “pellatrice” y también hace uso del rocio de agua.
En estos procesos la mezcla detritos-agua-aceite se centrifuga a 5000 rpm
durante 40 minutos y el aceite esencial recuperado se coloca en una nevera a
3°C durante 4 horas, para solidificar gomas y ceras que se localizan en la
superficie. El aceite esencial se guarda en recipientes oscuros a 12 °C. Los
aceites obtenidos por prensado y/o raspado, se les comercializa como
“‘expresion en frio” y cumplen las funciones de odorizantes (smell oils) y

saborizantes (taste oils) (Morillo y cols., 2010).
Extraccion con fluidos super- criticos

Punto critico corresponde a las condiciones de temperatura y presion,
para un gas o0 un vapor, por encima de las cuales la sustancia ya no puede ser
“‘licuada” por incremento de presion. Adicionalmente las propiedades de la fase
liquida y/o vapor son las mismas, es decir no hay diferenciacion visible ni
medible entre gas y liquido. La sustancia mas empleada es el CO2, que en
estas condiciones presenta baja viscosidad, baja tensién superficial, alto
coeficiente de difusién (10 veces mas que un liquido normal), que conlleva a
un alto contacto con la superficie del material y puede penetrar a pequenos
poros y rendijas del mismo lo que asegura una buena eficiencia en la
extraccion en un corto tiempo. En la parte final del proceso hay una remocion

total del solvente y se realiza a una temperatura baja, se disminuye la pérdida
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de sustancias volatiles y se evita la formacién de sabores y olores extrafos “a
cocido”. El CO2 no es toxico, ni explosivo, ni incendiario, es bacteriostatico y
es clasificado por la FDA como GRAS por sus siglas en inglés (Generally
Recognized As Safe). La temperatura y presion criticas para el CO2son Pc 73
bary Tc 31 °C (Morillo y cols., 2010).

Extraccion por arrastre con vapor

Por efecto de la temperatura del vapor (100 °C) en un cierto tiempo, el
tejido vegetal se rompe liberando el aceite esencial, el cual presenta a estas
condiciones una presion de vapor. Adicionalmente el aceite esencial debe de
ser insoluble en agua, ya que después del condensador, en el separador
(Florentino) debe de formarse dos fases: una de aceite esencial y otra de agua.
Si el aceite esencial presenta componentes solubles en agua estos quedaran
en la fase acuosa que puede comercializarse como tal: agua de rosas, agua

de jazmin, agua de ylang-ylang (Cerpa, 2000).
Hidrodestilacion

La hidrodestilacién es un proceso conocido y difundido mundialmente
para obtener el aceite esencial de una planta aromatica. Sin embargo, existen
escasos estudios sistematicos para conocer los fendmenos controlantes del
proceso y permitan entenderlo fisica o quimicamente, con los propdsitos de:
controlarlo, simularlo y optimizarlo eficientemente. Estos sistemas son muy
utilizados en el campo, son faciles de instalar, se pueden llevar de un sitio a
otro, “trashumantes”, son baratos, seguros, faciles de operar y presentan un
consumo energético bajo. Los aceites producidos son mas coloreados, que los
obtenidos por arrastre con vapor propiamente dicho, y tienden a presentar un
cierto olor a quemado: Eucalipto, citronella, limonaria. Por lo anterior estos

aceites siempre van a requerir una etapa posterior de refinacién (Cerpa, 2000).

34



Fundamento

La materia prima vegetal es cargada en un hidrodestilador, de manera
que forme un lecho fijjo compactado. Su estado puede ser molido, cortado,
entero o la combinacion de éstos. El vapor de agua es inyectado mediante un
distribuidor interno, préximo a su base y con la presion suficiente para vencer
la resistencia hidraulica del lecho. La generacion del vapor puede ser local
(hervidor), remota (caldera) o interna (base del recipiente). Conforme el vapor
entra en contacto con el lecho, la materia prima se calienta y va liberando el
aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a su alta volatilidad se va

evaporando (Guenther, 1948).

Al ser soluble en el vapor circundante, es “arrastrado”, corriente arriba
hacia el tope del hidrodestilador. La mezcla, vapor saturado y aceite esencial,
fluye hacia un condensador, mediante un “cuello de cisne” o prolongacion
curvada del conducto de salida. En el condensador, la mezcla es condensada
y enfriada, hasta la temperatura ambiental. A la salida del condensador, se
obtiene una emulsién liquida inestable. La cual, es separada en un decantador

dindmico o florentino (Guenther, 1948).

Este equipo esta lleno de agua fria al inicio de la operacion y el aceite
esencial se va acumulando, debido a su casi inmiscibilidad en el agua y a la
diferencia de densidad y viscosidad con el agua. Posee un ramal lateral, por
el cual, el agua es desplazada para favorecer la acumulacion del aceite. El
vapor condensado acompafante del aceite esencial y que también se obtiene
en el florentino, es llamado “agua floral”. Posee una pequena concentracion
de los compuestos quimicos solubles del aceite esencial, lo cual le otorga un
ligero aroma, semejante al aceite obtenido. Si un hervidor es usado para

suministrar el vapor saturado, el agua floral puede ser reciclada
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continuamente. De otro modo, es almacenada como un sub-producto
(Guenther, 1948).

El proceso termina, cuando el volumen del aceite esencial acumulado
en el florentino no varie con el tiempo. A continuacion, el aceite es retirado del
florentino y almacenado en un recipiente y en lugar apropiado. El
hidrodestilador es evacuado y llenado con la siguiente carga de materia prima

vegetal, para iniciar una nueva operacion (Ginther, 1948).

Técnicas y analisis de identificacion de los aceites esenciales
Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM)

Es una técnica analitica dedicada a la separacion, identificacion vy
cuantificacion de mezclas de sustancias volatiles y semivolatiles. La
separacion de dichas sustancias depende de la diferente distribucién de las
mismas, entre las fases, movil y estacionaria, que conforman el sistema. Una
vez separadas, las sustancias son fragmentadas y analizadas en funcion de
su patron de fragmentacion, el cual puede ser comparado con informacion
contenida en una base de datos de espectros de masas, para su identificacion

preliminar (Romero, Fernandez, Plaza, Garrido y Martinez, 2007).

La identificacion definitiva, asi como la cuantificacion de cada sustancia
debe hacerse mediante el empleo de sustancias de referencia. Esta técnica
permite obtener, no solo el cromatograma de una mezcla compleja, sino,
ademas, proporciona el espectro de masas de cada componente de la mezcla.
Este procedimiento ha permitido la identificacion de cientos de componentes
que estan presentes en sistemas naturales bioldgicos, tal es el caso, de
sustancias responsables del olor y sabor en los alimentos, la identificacion de
contaminantes en el agua o la de metabolitos secundarios (Romero y cols.,
2007).
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indice de Kovats

El indice de retencion de Kovéts es un método de cuantificacion de los
tiempos de elucion relativa de los diferentes compuestos en cromatografia de
gases, de forma que ayuda a identificar positivamente los componentes de una
mezcla. EI método aprovecha la relacion lineal entre los valores del logaritmo
del tiempo de retencién, log (tr'), y el nimero de atomos de carbono en una

“I”

molécula. El valor del indice de Kovats suele representarse por en las
expresiones matematicas. Su aplicacion se limita a los compuestos organicos.
El célculo de esta indice retencién, permite corroborar la exactitud de la

identificacion de una molécula determinada (Kovats, 1958).
Bacterias

Son microorganismos con una célula Unica (unicelulares) relativamente
simples. Dado que su material genético no esta encerrado por una membrana
nuclear especial, las células bacterianas se denominan procariontes, de las
palabras griegas que significan “prenucleo”. Los procariontes incluyen a las
bacterias y archaea. Las células bacterianas suelen presentar diversas formas,
siendo las formas de baston de los bacilos, esféricas u oval de los cocos y la
forma de tirabuz6n las mas comunes, pero también pueden presentan formas
estrelladas o cuadradas. Las bacterias individuales pueden formar pares de
cadenas racimos u otros agrupamientos; estas formaciones suelen ser
caracteristicas de un género o especie de bacteria particular (Murray, Rosental
y Pfaller, 2006).

Bacterias Gram positivas

Poseen una pared celular gruesa que consta de varias capas, y estan
formadas principalmente por peptidoglucano que rodea la membrana

citoplasmica. El peptidoglucano es un exoesqueleto en forma de malla, lo
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suficientemente poroso como para permitir la difusion de los metabolitos a la

membrana plasmatica (Murray y cols., 2006).

Dentro de los microorganismos Gram positivos existen diversos
géneros, de los cuales se citan las caracteristicas generales de los
microorganismos requeridos en la presente investigacion: Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis, causante de muchas de las infecciones

nosocomiales (Murray y cols., 2006).
Staphylococcus aureus

Miembro mas virulento y mejor conocido del género, siendo de gran
importancia al producir varias infecciones en pacientes hospitalizados y, mas
recientemente también de forma extrahospitalaria, en nifios y adultos
previamente sanos. Las colonias de Staphylococcus aureus (Figura 10) son
doradas, como consecuencia de los pigmentos carotenoides que se forman
durante su crecimiento y que dan el nombre a la especie. Es la Unica especie
presente en las personas que produce la enzima coagulasa (Tortora, Funke y
Case, 2007).

Figura 10. Staphylococcus aureus

Tomado y modificado de Tortora y cols., 2007.
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Enterococcus faecalis

Es méas comun y causa del 85 al 90 % de las infecciones enteroccocicas
(Figura 11). Se considera una de las causas mas comunes de infecciones
nosocomiales, sobre todo en unidades de cuidados intensivos, y se transmite

de paciente a paciente o mediante dispositivos médicos (Tortora y cols., 2007).

Figura 11. Enterococcus faecalis

Tomado y modificado de Tortora y cols., 2007.
Bacterias Gram negativas

Las paredes celulares Gram negativas son mas complejas (tanto desde
el punto de vista estructural como quimico) que las de las células Gram
positivas. Desde el punto de vista estructural, una pared celular Gram negativa
contiene dos capas situadas en el exterior de la membrana citoplasmica.
Inmediatamente, por fuera de la membrana citoplasmica, se encuentra una
delgada capa de peptidoglucano que representa tan solo un 5 a 10 % del peso
de la pared celular. Ademas, la pared celular Gram negativa no contiene
acidos teicoicos ni lipoteicoicos. En la parte externa de la capa de
peptidoglucano se halla la membrana externa, la cual es exclusiva de las

bacterias Gram negativas (Tortora y cols., 2007).
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Escherichia coli

La especie bacteriana Escherichia coli (Figura 12) es uno de los
habitantes mas comunes del tracto intestinal y tal vez el microorganismo mas
familiar en la microbiologia. Este microorganismo mide aproximadamente
entre 1-3 um de largo por 0,5 um de ancho, se presenta sélo en pares, en
cortas cadenas o formando grupos. Por otro lado, E. coli no suele ser un
microorganismo patdgeno, pero puede causar infecciones urinarias y ciertas

cepas segregan enterotoxinas (Tortora y cols., 2007).

Figura 12. Escherichia coli
ot

Tomado y modificado de Tortora y cols., 2007.
Klebsiella pneumoniae

Es un género de bacterias inmoviles, Gram negativas (Figura 13),
anaerodbicas facultativas y con una prominente cdpsula de polisacaridos. Es
un frecuente patégeno humano, los organismos bacteriales del género
Klebsiella pueden liderar un amplio rango de estados infecciosos,

notablemente neumonia (Tortora y cols., 2007).
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Figura 13. Klebsiella pneumoniae

g

Tomado y modificado de Tortora y cols., 2007.

Pseudomonas aeruginosa

Son bacilos Gram negativos moviles, rectos o ligeramente curvos
(Figura 14). Estos microorganismos no son fermentadores y utilizan hidratos
de carbono a través del metabolismo respiratorio, en el que el oxigeno actua
como aceptor final de electrones. Este género se compone de diez (10)
especies que se han aislado de muestra clinicas, asi como numerosas
especies que se encuentran en la naturaleza. Pseudomonas aeruginosa es la
especie mas frecuente, genera un grave problema de salud publica por ser
uno de los principales causantes de infecciones nosocomiales, al encontrarse
también en ambientes hospitalarios. Ademas, es una cepa resistente a
muchos antibioticos y capaces de mutar a cepas mas resistentes durante el

tratamiento (Tortora y cols., 2007).
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Figura 14. Pseudomonas aeruginosa

Tomado y modificado de Tortora y cols., 2007.
Antibidticos
Son sustancias producidas por el metabolismo de organismos vivos,
principalmente hongos microscépicos y bacterias, que poseen la propiedad de
inhibir el crecimiento o destruir microorganismos. También existen sustancias
producidas de manera sintética que poseen la misma accién que pueden tener
los antibidticos; a éstas se les conoce con el nombre de sustancias

quimioterapéuticas. Se pueden clasificar segun el mecanismo de accion (Choi

y Sookmyung, 2009).
Mecanismo de accion de los antibidticos

Para conseguir destruir o inhibir a los microorganismos, los antibioticos
deben atravesar la barrera superficial de la bacteria y después fijarse sobre su
diana, es decir, sobre alguna de las estructuras 0 mecanismos bioquimicos
qgue le son necesarios para multiplicarse o para sobrevivir. Los mecanismos
de accién de los antibidticos son diversos y a veces multiples, pero todos
operan en alguno de los siguientes puntos: impidiendo la sintesis de acidos
nucleicos, de proteinas o de la pared celular, o bien alterando la membrana

celular de la bacteria sobre la que actian (Daza, 1998).
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Mecanismos de resistencia de bacterias

La resistencia exitosa de las bacterias a la accion de los antimicrobianos
requiere la interrupcion o la alteracién de uno o mas de los pasos esenciales
para una accion antimicrobiana eficaz. Estas alteraciones o0 mecanismos de
resistencia pueden aparecer de diversas maneras, pero el resultado final es la
pérdida parcial o completa de la eficacia antibidtica. Estos mecanismos han
formado parte de la evolucion de las bacterias como un medio de
supervivencia. Sin embargo, con la introduccién de los antibidticos en la
practica médica, los microorganismos de importancia clinica tuvieron que
adoptar medidas de resistencia adecuadas para adaptarse a las presiones del
ataque. Una amplia variedad de bacterias de importancia clinica o cualquier
microorganismo aislado puede adquirir numerosos genes y volverse resistente
a todo el espectro de agentes antimicrobianos disponibles (Forbes, Sahm y
Weissfeld, 2009).

Métodos para determinar la actividad antibacteriana

Los meétodos que miden en forma directa la actividad de los
antimicrobianos incluyen la reunion de los agentes antimicrobianos en estudio
y la bacteria infectante en el mismo medio in vitro, para asi determinar el
impacto de la presencia del farmaco sobre el desarrollo o viabilidad
bacterianos. Se mide e interpreta el nivel de impacto sobre el desarrollo
bacteriano de modo que puede informarse al médico la resistencia o la
disminucién de la sensibilidad del microorganismo a cada agente (Choi y
Sookmyung, 2009).
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Método de Kirby-Bauer

Es el método mas utilizado para evaluar la sensibilidad de las bacterias
a los agentes antimicrobianos. Esta técnica solo aporta informacién cualitativa
0 semicuantitativa sobre la sensibilidad de un microrganismo a un antibiético
determinado. Las pruebas de sensibilidad estan indicadas para apoyar a la
terapia antimicrobiana en procesos infecciosos causados por bacterias, donde
la identidad del microorganismo no es suficiente para predecir de forma
confiable su sensibilidad. El método Kirby-Bauer consiste en depositar en la
superficie del agar previamente inoculado con el microorganismo discos
impregnados con concentracion conocida de diferentes antibidticos. Una vez
que el disco de antibidtico entra en contacto con la superficie del agar, este
difunde gradualmente formando un gradiente de concentracion. La incubacion
debe hacerse durante 24-28 horas, una vez incubado, el diametro del area de
inhibicion alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de
sensible, intermedio o resistente y deben ser comparados con los diametros
de zonas establecidas en las tablas de interpretacion internacional (CLSI)
(Bauer y cols., 1966; Hudzicki, 2009).

Método en pozos: en este enfoque, se hacen pozos en un medio sélido
(como agar) y se afiaden diferentes antibioticos en cada pozo. Luego, se
inocula la superficie del medio con la bacteria que se esta probando. Después
de un tiempo de incubacién, se mide el diametro de la zona de inhibicién
alrededor de cada pozo. Cuanto mas grande sea la zona, mas sensible es la
bacteria al antibiético (Bauer y cols., 1966).

Método en caldo: en este caso, se utiliza un medio liquido (caldo)
donde se inocula la bacteria y se afiaden diferentes concentraciones de

antibioticos. Después de un periodo de incubacion, se evalla el crecimiento
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bacteriano. Si no hay crecimiento, significa que el antibiotico es efectivo a esa

concentracion (Bauer y cols., 1966).

Ambos métodos son Utiles para determinar la susceptibilidad de las
bacterias a los antibidticos, pero el método en discos es el mas comunmente

utilizado en laboratorios clinicos.

La Concentracién minima inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria es importante en diagnosticos de
laboratorio para confirmar la resistencia de microorganismos a un agente
antimicrobiano y ademas para monitorizar la actividad de los nuevos agentes.
Las concentraciones minimas inhibitorias pueden ser determinadas mediante
métodos de microdilucion en caldo, normalmente siguiendo las directrices de
centros de referencia tales como el CLSI (Clinical and Laboratory Institute
Standards), BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy) o EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Existen otro
método basado en la difusion en agar: las tiras de Etest, consiste en unas tiras
de plastico inerte que incorporan un gradiente de concentraciébn de
antimicrobiano. Cuando se depositan sobre las placas de agar inoculadas, el
antimicrobiano difunde en el medio, y tras la incubacion, se determina la CMI
en el punto de interseccién de la elipse de inhibicién del crecimiento (Andrews,
2001).

Definicion Operacional de Términos
Antimicrobiano

Aquel medicamento que destruye a los microorganismos e inhibe su

desarrollo 'y crecimiento. Estos farmacos, estan clasificados en
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antibacterianos, antivirales, antimicoticos, antiparasitarios y antirretrovirales
(Walther y Girdn, 2008).
Farmacoresistencia

Los antibidticos son farmacos que son utilizados para tratar o prevenir
infecciones bacterianas. La resistencia a los antibidticos se produce cuando
las bacterias mutan en respuesta al uso de estos farmacos y por ello se tiene
gue usar la nueva infeccién con un antibiético mucho mas fuerte no resistente
(World Health Organization, 2014).

In vitro

Termino que se da a una técnica utilizada para realizar un determinado
experimento en un tubo de ensayo, o en un ambiente controlado fuera de un
organismo vivo. La fecundacion In vitro es un ejemplo ampliamente conocido
(De Colza, 2011).

Cultivos

Es un método para la multiplicacion de microorganismos, tales como lo
son bacterias en el que se prepara un medio bueno y 6ptimo para favorecer el
proceso deseado. Un cultivo es un método fundamental para el estudio de las
bacterias y otros microorganismos que causan enfermedades en medicina
humana y veterinaria. Son muy utilizados en biologia, bacteriologia y
especificamente en microbiologia (Inca, 2012).

Halo de inhibicién
Es la zona alrededor de un disco de antibidtico en un antibiograma en
el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada
con el germen, con ello se mide la potencia del antibiético frente al germen

(Bustos, Hamdan y Gutiérrez, 2006).
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Operacionalizacion de las Variables

Para operacionalizar el sistema de variables, es necesario la definicion
conceptual y la operacional de las mismas, este proceso le permite al
investigador identificar aquellos aspectos perceptibles de un evento que hacen
posible dar cuenta de la presencia o intensidad de este (Hurtado, 2010). En tal
sentido, las variables se operacionalizan con el fin de identificar los elementos
y datos empiricos que expresan su presencia. En esta investigacion se
mediran las variables que no admiten valores intermedios (discretas) y algunas
continuas con dimensiones dicotdmicas y politbmicas. El nivel de medicién
sera nominal y de intervalo, los indicadores derivaran de las bases teéricas. El
proceso de la operacionalizacién de las variables garantizé que los objetivos

propuestos sean alcanzados (Tabla 1y 2).
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Tabla 1. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad

antibacteriana del aceite esencial de los rizomas de Curcuma longa

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicién Conceptual
. Qué es?

Actividad antibacteriana
del aceite esencial de

Dependiente

La actividad antibacteriana
se define como la habilidad
especifica o capacidad de un
producto de lograr su efecto
planeado y se basa en la

. Cuantitativa medicion de algun atributo
los rizomas de Curcuma . .
| Discreta del producto, por ejemplo, su
onga o
efecto inhibitorio frente a un
determinado
microorganismo (Ramirez y
Castano, 2009).
4 Definicion 5.Dimensiones 6.Indicador
operacional

¢, Como se mide?

-Método de difusion en
agar con disco (Kirby-
Bauer).

Cepas Gram positivas:

-Staphylococcus aureus
ATCC 25923
-Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Cepas Gram negativas:
-Escherichia coli ATCC
25922

-Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
- Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357

-Presencia o ausencia del
halo de inhibicién frente a
cepas Gram positivas Yy
Gram negativas en mm.

Fuente: Pinto y Cordero (2024).
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Tabla 2. Operacionalizacion de la variable independiente: Composicion

guimica del aceite esencial de los rizomas de Curcuma longa

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicién Conceptual
. Qué es?

Composicion quimica
del aceite esencial de
los rizomas de Curcuma

longa

Independiente
Cuantitativa
Discreta

Son mezclas homogéneas
de compuestos quimicos
organicos volatiles,
provenientes de una misma
familia quimica, terpenoides.
Tienen la propiedad en
comun, de generar diversos
aromas agradables y
perceptibles al ser humano.
A condiciones ambientales,
son liquidos menos densos
gque el agua, pero mas
viscosos que ella. Poseen un
color en la gama del
amarillo, hasta ser
transparentes (Marcano vy
Hasegawa, 2002).

4.Definicion
operacional
.Como se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

-Caracteristicas fisicas

-Cromatografia
Gases acoplada
Espectrometria
Masas.

-indice de Kovats.

de
a
de

Caracteristicas
organolépticas
Compuestos
volatiles presentes
en los aceites
esenciales tales
como:
monoterpenos,
sesquiterpenos y
diterpenos.

- Color, olor, sabor vy
densidad.

- Tiempo de retencién e
indice de Kovéts.

Fuente: Pinto y Cordero (2024)
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Hipotesis
Investigaciones previas han demostrado que especies del género
Curcuma biosintetizan metabolitos secundarios que poseen actividad
antibacteriana, por lo que es de esperarse que del aceite esencial de la

Curcuma longa se obtengan metabolitos secundarios que le confieran la

actividad frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacién

Segun Hurtado (2010), un tipo particular de investigacion se deriva del
objetivo, pues se relaciona con la profundidad y el tipo de resultado y mantiene
concordancia con el logro general de la investigacion. Cada tipo de
investigacion tiene caracteristicas y procesos propios. Pueden ser de tipo
exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva,
proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa. La presente investigacion
fue de tipo confirmatoria, la cual busca verificar hipotesis derivadas de teorias
e indagar acerca de la posible relacion entre la composicion del aceite esencial
de Curcumalonga L y la actividad antibacteriana frente a cepas Gram positivas

y Gram negativas.

Disefio de Investigacion

Esta definido en base al procedimiento por el cual fueron recolectados
los datos, abarcando los aspectos operativos 0 experimentales de la
investigacion. Igualmente, esta relacionado con el cémo, cuando, cuanto
donde se recolectaran los datos de investigacién tal como lo expone Hurtado
(2010). En tal sentido, este trabajo de investigacidon tuvo un disefio
experimental donde se interviene sobre las variables independientes o sobre
los procesos de causa-efecto y los modifica de manera intencional y

planificada para ver los efectos, pero ademas hace un control estricto de
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variables extrafias para descartar que los cambios hayan sido originados por
otros factores distintos a las variables independientes (Hurtado, 2015). Por tal
motivo, las muestras recolectadas fueron procesadas en los laboratorios del
“A” Productos Naturales, del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

Segun Palella y Martins (2012), “la poblacién es el conjunto de
elementos que se quiere conocer o investigar alguna de sus caracteristicas”.
La muestra es un subconjunto representativo de un universo o poblacién. La
unidad de investigacion estuvo representada, por la especie Curcuma longa L,

fueron obtenidos en el Mercado Principal de Mérida, Mérida — Venezuela.

Seleccion del Tamaio de la Muestra

[{1e})

La “n” muestral estuvo representada por los rizomas de Curcuma longa
L, bajo un muestreo no probabilistica, a lo que Hernandez, Fernandez y
Baptista (2006), sefialan que: “... la eleccién de los elementos no depende de
la probabilidad, sino de causas relacionadas con las caracteristicas de la

investigacion o los propositos del investigador” (p. 176)

Sistema de Variables

Existen diferentes tipos de variables, entre ellas, la dependiente y la
independiente. En tal sentido, la variable dependiente es la que refleja los
resultados del estudio en una investigacién, o bien, es la variable resultante de
la investigacion. Por otra parte, la variable independiente, representa los

tratamientos o condiciones que el investigador controla para probar sus
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efectos sobre algun resultado (Salkind, 1999). Las variables relacionadas con
el propésito de esta investigacion fueron las siguientes: Variable dependiente
(VD): Actividad antibacteriana del aceite esencial los rizomas de Curcuma
longa en cepas Gram positivas y Gram negativas, y la variable independiente
(VI): Composicion quimica del aceite esencial de los rizomas de Curcuma
longa.

Procedimientos de la investigacién
Extraccion y aislamiento del aceite esencial

El material vegetal 888,89 gramos de rizomas frescos (Figura 15). Estos
fueron rallados y sometidos a un proceso de hidrodestilacion, empleando la
trampa de Clevenger (Figura 16). Una vez obtenido el aceite esencial, se le
coloco sulfato de sodio anhidro para eliminar exceso de humedad y fue
almacenado a 4 °C para su posterior analisis. El rendimiento obtenido del
aceite fue de 3 mL (Esquema 1). Fue obtenido el aceite esencial en el
laboratorio A del instituto de investigacidn bajo la asesoria de la Dra. Rosa

Aparicio.

Figura 15. Rizomas de Curcuma longa

LA |

Fuente: Pinto y Cordero (2024)
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Figura 16. Equipo de hidrodestilacion y trampa de Clevenger

Fuente: Pinto y Cordero (2024)

Esquema 1. Procedimiento de obtencion del extracto de Curcuma

longa

Obtencion de los rizomas
de Curcumalonga

Proceso de rallada
de los rizomas

l

Extraccion del aceite esencial
utilizando la trampa de
clevenger, por el método de
hidrodestilacion

Determinacionde la
composicidon quimica del
aceite esencial CG-EM

indice de Kovats

Determinacion de la
actividad antibacteriana
del aceite esencial

en agar con disco

Método de difusion CMmI Resultados

Fuente: Pinto y Cordero (2024)
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Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM)

La separacion e identificacién de los componentes del aceite esencial
de los rizomas de Curcuma longa, se realiz6 por medio del equipo de gases
marca Heweltt Packard modelo 6890 con una columna fenil-metil-polixilosano
(HP-5 MS), ademas un detector de masa marca Heweltt Packard MSD 5973.
Donde se preparé una solucioén al 2 % (20 uL del aceite + 1 mL de éter dietilico)
que posteriormente se inyectd 1 uL en el equipo, el tiempo del analisis fue de
50 minutos. Con un programa de temperatura inicial de 60 °C, siguiendo
intervalos de aumento de 4 °C minutos hasta una temperatura final de 260 °C
con un Split de 100:1. La caracterizacion e identificacion de los compuestos se
realiz6 utilizando la base de datos Wiley MS Data Library 6th edicién (Adams,
2007).

Determinacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial

de Curcuma longa

Se seleccionaron 5 especies, de las cuales 2 son bacterias Gram
positivas (Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 y 3 especies bacterianas son Gram negativas (Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357, Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) de referencia internacional pertenecientes a la Coleccién de Cultivos
Tipo Americano (por sus siglas en inglés ATCC).

Determinacion de la Actividad Antibacteriana por el Método de Difusién
en Disco (Kirby-Bauer)

La determinacién de la actividad antibacteriana, se realizé por el método
de difusion en disco (Kirby-Bauer) (Esquema 2), originalmente descrito por

Bauer y cols (1966), bajo la asesoria de las Profesoras Yndra Cordero e
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Ysbelia Obregon, y el auxiliar de Laboratorio TSU. José Emilio Salazar, en el

Laboratorio de Actinomicetos, adscrito al IIFFB.

Bacterias Estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos
especies Gram positivas y tres Gram negativas, de referencia internacional de
la Coleccién de Cultivos Tipo Americano (ATCC por sus siglas en inglés), las
cuales fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia, de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la Universidad de Los Andes (ULA), a

cargo de la Licenciada Yacneli Infante (Tabla 3).

Tabla 3. Cepas de referencia internacional de la Coleccién de Cultivos Tipo
Americano (ATCC)

Bacterias Gram positivas (ATCC)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bacterias Gram negativas (ATCC)
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Fuente: Elaborado por Cordero y Obregén, (CLSI) 2020.

Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro,
los cuales se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV), por 24 horas.
Posteriormente se impregnaron con 10 puL de la muestra en estudio (aceite
esencial puro), DMSO (como control negativo) y se utilizaron discos de

antibioticos comerciales como control positivo con el fin de medir la
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sensibilidad de los microorganismos a estudiar. En este caso se utilizd

Ampicilina® 10 pg, Eritromicina® 15 ug y Piperacilina® 100 pg.
Preparacion de los In6culos Bacterianos

El in6culo bacteriano se preparé con la ayuda de un asa estéril,
tomandose de esta manera, una pequefia cantidad de colonias, a partir de un
cultivo fresco y purificado de cada cepa bacteriana repicada en agar Mueller-
Hinton, para luego ser suspendidas en tubos, previamente estériles, que
contienen 5 mL de una solucion salina fisiolégica estéril de Cloruro de Sodio
(NaCl) al 0,85 %, hasta que alcance una turbidez equivalente al patrén de Mac
Farlan N° 0,5 (1088 UFC/mL).

Inoculacién de las Placas y Determinacién de la Actividad
Antibacteriana

Se realiz6 la inoculacién de las placas de agar Mueller-Hinton, tomando
un indculo de cada bacteria con un hisopo estéril impregnado por la placa,
rotando la misma sin dejar ningun espacio libre, hasta lograr una siembra
uniforme, se dejé secar. Posteriormente se colocaron en forma equidistante
los discos de papel, los cuales fueron impregnados con 10 pL del aceite,
adicionalmente se colocaron los discos de los respectivos controles tanto
positivo  (Ampicilina®, Eritomicina® vy Piperacilina®) como negativo
(dimetilsulfoxido). Estas se dejaron en la nevera a 4 °C aproximadamente
durante 30 minutos (pre-incubacion), con la finalidad de que los discos
impregnados con las diferentes muestras difundan a través del agar, para
luego llevarlas a la estufa durante 24 horas a 37 °C en posicion invertida, en

atmosfera aeroébica.
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Lectura de las Placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas, por un lapso de tiempo
de 24 horas, se realizé la lectura de las mismas con una regla milimétrica.
Donde se considerd un resultado positivo o sensible (presencia de actividad
antibacteriana) cuando se observo un halo de inhibicién alrededor del disco, y
se tomé como resultado negativo o resistente (sin actividad antibacteriana) la
ausencia de dicho halo. El diametro de la zona de inhibicidon producto de la
actividad antibacteriana de las muestras en estudio se expresé en milimetros

(mm).
Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Se realizé para conocer, cual es la menor concentracion del aceite que
posee actividad antibacteriana; para ello se realizaron diluciones del aceite
esencial de Curcuma longa, partiendo del aceite puro y llegando a unas
diluciones final de 1000, 500, 250, 125, 62,5y 31,25 ppm.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a examinar cada una
de las placas, de acuerdo a la sensibilidad o resistencia de las cepas. Se
consideré como resultado positivo (actividad antibacteriana) cuando un halo
transparente de inhibicion de crecimiento bacteriano se observo alrededor del
disco. En el caso contrario, la ausencia de halo se interpreté como resultado
negativo o no activo (sin actividad antibacteriana). El diametro de la zona de
inhibicion, producto de la actividad antibacteriana del aceite, se expreso en

milimetros (mm). Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
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Disefio de analisis

Los resultados de la investigacion fueron analizados desde un punto de
vista cualitativo y cuantitativo. Se recolecto y analizo datos con el fin de
responder preguntas de investigacion y probar la hipétesis establecida
previamente. El objetivo fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del
aceite esencial de Curcuma longa L frente a las cepas estudiadas, asi como
la identificacion de los componentes quimicos presentes en el aceite esencial
de esta especie, y que pudieran ser responsables de dicha actividad Tal como

lo propone Palella y Martins (2006).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Para la obtencion del aceite esencial de los rizomas de Curcuma longa
se partio con un peso de 888,89 gramos los cuales presentaron las siguientes
caracteristicas:

Caracteristicas fisicas del aceite esencial de los rizomas de Curcuma
longa

Volumen del aceite: 3 mL.

Rendimiento del aceite: 0,34 %

Color: Amarillo claro

Olor: Caracteristico.

Aspecto: Oleoso.

Composicién quimica del aceite esencial de Curcuma longa

La composicion quimica del aceite esencial de los rizomas de Curcuma
longa, Los analisis se realizaron en un cromatégrafo Hewlett-Packard 6890

acoplado a un detector de masas HP5973 (Figura 17).
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Figura 17. Cromatégrafo de gases acoplado a detector de masas

Fuente: Pinto y Cordero (2024).

La caracterizacibon de sus componentes se efectto mediante
comparacion computarizada con las bases de datos: Wiley MS Data y NIST
05. Identificandose los 9 compuestos quimicos (Tabla 4 y Figura 19) presentes
en el aceite esencial con sus tiempos de retencion. Segun la tabla N° 4 todos
los compuestos presentes en el aceite de los rizomas de Curcuma longa
representan el 99,9 %.
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Andlisis cromatografico del aceite esencial de Curcuma longa

Componentes del aceite esencial de Curcuma longa

Tabla 4. Composicion quimica del aceite Curcuma longa

N° Componente min Area (%) | IK cal | IK tab
1 1,8 - cineol 7,42 2,85 1032 | 1031
2 ar-curcumeno 21,35 1,11 1480 | 1480
3 B-sesquifelandreno 22,57 1,01 1520 | 1522
4 ar-tumerol 24,21 1,31 1576 | 1583
5 Epi-a-cadinol 25,77 1,01 1632 | 1640
6 ar - turmerona 26,73 39,57 | 1666 | 1669
7 a-turmerona 26,83 30,53 | 1670 | 1670
8 B- turmerona 27,67 21,36 | 1699 | 1703
9 n-heptil-salicilato 30,21 1,24 1795 | 1807
Total Identificado 99,99

Fuente: Pinto y Cordero (2024).

Leyenda: TR: tiempo de retencion. IKcal: indice de Kovats calculado. IKtab:

indice de Kovats tabulado.
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Figura 18. Cromatograma general del aceite esencial de Curcuma

longa
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Fuente: Pinto y Cordero (2024)
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Tabla 5. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Curcuma longa

Halos de inhibicién en mm

Aceite Antibidticos comerciales
esencial (control positivo)
Bacterias de C. E Amp Pip CMI
ATCC longa. pug/mL
(15 mg) | (10 mg) | (100 mg)
S. aureus 10 23 125
E. faecalis 9 17 125
E. coli 10 21 125
K.pneumoniae 16 21 62,5
P. aeruginosa 12 21 62,5

Fuente: Pinto y Cordero (2024)
Leyenda: mm: milimetros, CMI: Concentracién minima inhibitoria. E:

Eritromicina, Amp: Ampicilina, Pip: Piperacilina.

Para el estudio de la actividad antibacteriana de las cepas ATCC
ensayadas, fue tomado en cuenta para la eleccion de los grupos controles
positivos las recomendaciones que establece el Instituto de Estandares de
Laboratorios Clinicos por sus siglas en inglés (CLSI 2020), la cual determina
gué tipo de antibidtico debe usarse en cada especie de las cepas bacterianas,
seleccionando asi para las dos cepas ATCC Gram positivas: Enterococcus
faecalis el antibidtico de eleccion fue la Ampicilina® de 10 pug de tipo (-
lactdimico donde el halo de inhibicién para este control es de = 17 mm,
Staphylococus aureus el control positivo fue la Eritromicina® de 15 pug
antibiotico de tipo macrolido donde el halo de inhibicién para este control es =

23 mm mientras que para las cepas ATCC Gram negativas Pseudonomas

64



aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, el control positivo fue la
Piperacilina® de 100 pg de tipo B-lactamico, donde el halo de inhibicion para

estas especies debe ser segun el control 2 21 mm. Ver (Tabla 5).
Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Primero se determind la actividad antibacteriana del aceite esencial
puro de Curcuma longa contra todas las bacterias en estudio, después se
ensayaron sus respectivas diluciones partiendo de una concentracion de 1000
pug/mL, con la finalidad de conocer cual es la menor concentracion de los
aceites que posee actividad antibacteriana; para ellos se hicieron diluciones
de los aceites con dimetilsulfoxido (DMSO), que actué como disolvente y
control negativo, utilizando el mismo método de difusion en agar con disco.

Este ensayo se realiz6 por duplicado.

En la tabla 5 se expresan la valoracion de la actividad antibacteriana del
aceite esencial de Curcuma longa contra las 5 especies, de las cuales 2 son
bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) y 3
especies bacterianas son Gram negativas (Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) de referencia internacional. La
CMI fue definida como la concentracion mas baja que inhibié el crecimiento
visible de las bacterias. En tal sentido, la gran parte de las diferentes diluciones
estudiadas inhibieron el desarrollo de las cepas en estudio. En lo que se refiere
a las mediciones realizadas con los discos del solvente, dimetilsulféxido
(DMSO), como control negativo para las especies, se realizaron para verificar
que es el aceite esencial quienes provocan el halo de inhibicion y no el
solvente. Se evidencia que el aceite esencial tuvo efecto antibacteriano

variado en todas las cepas ATCC en estudio.
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DISCUSIONES

En el presente estudio se obtuvo la composicion quimica del aceite
esencial de Curcuma longa identificandose 9 compuestos quimicos, lo cual el
rendimiento del aceite esencial fue bueno para esta especie, ya que se logré
identificar el 99,9 % de los compuestos que lo integra: 1,8-cineol, Ar-
curcumeno, B-sesquifelandreno, ar-tumerol, Epi-a-cadinol, ar-turmerona, a-
turmerona, B-turmerona, n-heptil-salicilato. De los cuales los compuestos
mayoritarios fueron ar-turmerona (39,57 %), a-turmerona (30,53 %), G-
turmerona (21,36 %). A diferencia de la investigacion de Thin y cols (2022)
quienes identificaron en el aceite esencial de rizoma 1,8-cineol (41,7 %), G-
elemeno (13,6 %), curzerenona (12,3 %), alcanfor (10,2 %) y germacreno B

(5,2 %) comprendian los compuestos principales.

Ademas, se determino la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Curcuma longa contra todas las bacterias en estudio Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa se ensayaron sus respectivas diluciones donde se
tomd la concentracion de 125 pg/mL con la minima de 62,5 pg/mL se
determind que los aceites poseen actividad antibacteriana; mientras que, Thin
y cols (2022) evidenciaron que los aceites esenciales de C.
zedoaria mostraron actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus y Candida albicans, con valores minimos de concentracién inhibitoria

que oscilan entre 100 y 400 ug/mL.

Por otra parte, se obtuvo los siguientes halos de inhibicion frente
Enterococcus faecalis cuya lectura fue de 9 mm, la otra cepa Gram positiva
fue Staphylococus aureus con un halo de inhibicion de 10 mm, por el contrario,

para las cepas ATCC Gram negativas Pseudonomas aeruginosa, Klebsiella
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pneumoniae, Escherichia coli, cuyos halos de inhibicion fueron 12 mm, 16 mm
y 10 mm respectivamente. Medidas que son aceptables como control positivo

para estas especies ATCC.

Santa Cruz en el (2020), evidenci6 que el aceite esencial de Curcuma
longa al 100 % tiene eficacia bactericida contra Staphylococcus aureus,
superando al control positivo que fue la oxacilina a 1 g, la media de los halos
de inhibicién del aceite esencial al 100% fue de 32.80 mm (DS: + 1.398),
siendo eficaz segun el CLSI (= 13 mm), el aceite esencial al 75% fue de 29.60
mm (DS: £ 1.265), el extracto etandlico al 100% fue de 27.90 mm (DS: + 3.143),
el extracto etandlico al 75% fue de 16.90 mm (DS: £ 1.449), y la oxacilina fue
de 30.10 mm (DS: + 0.738). A diferencia de Dominguez en el (2021), encontrd
que el halo inhibicion tuvo un didmetro menor (en promedio de 10 mm) en

comparacion a los farmacos de referencia.

El' mecanismo de accion de los terpenos sobre las bacterias puede
variar segun el tipo de terpeno, pero en general, se pueden identificar varios
mecanismos comunes: alteracion de la membrana celular, inhibicién de la
sintesis de proteinas, algunos terpenos pueden afectar la replicacién del ADN
o la transcripcion del ARN, lo que impide que las bacterias se multipliquen y
funcionen correctamente. Efectos sobre el metabolismo celular y modulacion
del sistema inmunoldgico, algunos terpenos pueden tener efectos
inmunomoduladores. Debido a estas propiedades, los terpenos se estan
investigando como posibles agentes antimicrobianos en el desarrollo de
nuevos tratamientos para infecciones bacterianas, especialmente en un
contexto de creciente resistencia a los antibiéticos. Sin embargo, es importante
seguir investigando para comprender completamente sus mecanismos y

potenciales aplicaciones clinicas.

67



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Del aceite de los rizomas de Curcuma longa, se obtuvieron 3 mL de

aceite esencial, El rendimiento del aceite esencial fue de 0, 34 %.

Del aceite esencial se logro identificar 9 compuestos quimicos de los
cuales los mayoritarios fueron: a-turmerona (39,57 %), ar-turmerona (30,53 %)
y B-turmerona (21,86 %). El total de los constituyentes aislados representan el
99,9 %, siendo los compuestos de naturaleza sesquiterpénicas los

predominantes.

En la evaluacion de la actividad antibacteriana por el método de difusion
de agar con discos, el aceite esencial demostro tener actividad frente a todas
las cepas ensayadas: Enterococcus faecalis de 9 mm con una CMI de 125
pug/mL, Staphylococus aureus 10 mm y CMI de 125 pg/mL, Pseudonomas
aeruginosa 12 mm con una CMI de 62,5 pg/mL, Klebsiella pneumoniae 16 mm
y CMI de 62,5 pg/mL, Escherichia coli 10 mm y CMI de 125 pg/mL.

Estos hallazgos son de gran relevancia, ya que es el primer estudio
realizado en la ciudad de Mérida, del aceite de rizomas de Curcuma longa, lo

cual servirhd como trabajo previo para futuras investigaciones.
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Recomendaciones

Los resultados obtenidos indican que el aceite esencial de los rizomas
de C. longa poseen compuestos activos con propiedades antibacterianas
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas que podrian emplearse en
investigaciones futuras, como una alternativa terapéutica para el tratamiento

de infecciones producidas por patégenos nosocomiales.

En futuros estudios se recomienda la verificacibn de diversas
propiedades de Curcuma longa como actividad antiviral, antiinflamatoria,

antifungicas entre otras.

Ademas, ensayar el aceite esencial contra hongos y levaduras, ya que

podria ser un potente inhibidor para muchas enfermedades micéticas.

Utilizar la obtencion de otras partes de la especie tales como: hojas y
tallos de Mérida Venezuela lo cual permitird identificar otros componentes

volétiles.
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