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RESUMEN

En la presente investigacion se analiz6 la composicion quimica del
aceite esencial de hojas, flores y tallos de la especie Baccharis nitida (Ruiz et
Pavon) Pers., y la actividad antibacteriana del aceite de hojas y flores de la
especie mencionada. El analisis de la composicién quimica se hizo mediante
el método de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(CG-EM), en la cual se identificaron alrededor de 15 compuestos en cada
parte de la especie estudiada; entre los compuestos mayoritarios
encontrados se pueden mencionar para el aceite de flores: Mirceno 31,15%,
Limoneno 19,45%, a-pineno 7,07%, Sabineno 6,35%, Germacreno B 6,11%,
B—pineno 5,82% y trans-Cariofileno 5,10%; para el aceite en hojas: Mirceno
22,38%, Germacreno B 20,30%, trans—Cariofileno 15,67%, Limoneno 5,83%
y en menor proporcion el trans-Ocimeno 3,82% y el aceite en tallos presentd
el Mirceno 37,13 %, Limoneno 14,44 %, Germacreno B 7,46%, B-Pineno
4,53% y en menor proporcion Terpinen-4-ol 4,32%, - Ocimeno 3,77% y a-
Pineno 3,40%. En relacion a la actividad antibacteriana que se realizé
mediante el método de Kirby-Bauer en pozo modificado, los resultados
indicaron presencia de halos de inhibicion del aceite en hojas a un 100% de
concentracion para las cepas: S. aureus (9mm), K. pneumoniae (9mm) y E.
faecalis (7mm) y P. aeruginosa (10mm), en relacién al aceite de las flores a
un 100% de concentracion solamente tuvo efectos inhibitorios sobre la
bacteria P. aeruginosa (8mm), cabe resaltar que para la bacteria E. coli no se
obtuvo sensibilidad en ninguno de los aceites.

Palabras claves: Baccharis nitida, Aceite esencial, Composicion quimica,
Actividad antibacteriana.

Xl
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INTRODUCCION

Las plantas representan gran importancia para la humanidad por los
beneficios y aportes que a diario se toman de las mismas. El hombre ha
conseguido satisfacer algunas necesidades fundamentales a través del uso
de plantas; como alimento, abrigo, casa, fabricacion de utensilios y entre
muchos otros (Mantilla y Sanabria, 1985) pero también ha descubierto que
son capaces de aliviar sus dolencias y en algunos casos, curar sus
enfermedades (Carballo, Cortada y Gadano, 2005).

En las dltimas décadas, se ha intensificado la investigacion cientifica
para extraer y separar sustancias con actividad biolégica o terapéutica
(Albornoz, 1980). La busqueda de sustancias con actividades biolégicas en
fuentes tradicionales como las plantas superiores es de gran importancia
porque genera la posibilidad de encontrar metabolitos con actividad
antibacteriana y con otras propiedades que permitan su utilizacion como
agentes quimioterapéuticos, desinfectantes, en productos farmacéuticos o en

alimentos (Mantilla y Sanabria, 1985).

Actualmente existe una preferencia casi mayoritaria por parte de la
poblacién mundial sobre el uso de los productos naturales en el tratamiento y
la prevencién de muchas enfermedades. Practicamente todas las culturas del
mundo han confiado histéricamente en las potencialidades de las plantas

medicinales para atender necesidades primarias de salud. Estos productos
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han dotado a la industria farmacéutica de muchos de sus compuestos
lideres, ya sean extraidos directamente de las fuentes naturales o

sintetizadas quimicamente (Jassim y Naji, 2003).

Uno de los componentes de la planta en donde se puede encontrar
metabolitos con actividad bioldgica son los aceites esenciales, estos son
fracciones liquidas destilables por arrastre con vapor generalmente y por
algunas otras técnicas, estos contienen los compuestos que son
responsables de darles el aroma a las plantas (Martinez, 2001). Ademas de
esto cumplen dentro de la planta funciones ecolégicas y se caracterizan por
sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas,

herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (Avalos y Pérez, 2009).

Una de las caracteristicas o propiedades asociadas a los aceites
esenciales es la actividad antibacteriana que pueden tener, esto es muy
importante para el desarrollo de nuevos antibiéticos de origen natural contra
los crecientes mecanismos de resistencia que desarrollan algunas bacterias
(Molares, Gonzéles, Ladio y Agueda, 2009; Ochoa, Paredes, Bejarano y
Silva, 2012; Suzuki, Caneschi, Costa, Ferndndez y Barboza, 2016 y Chaverri
y Ceccio, 2017). En este marco algunos laboratorios e innumerables
investigadores se han abocado a la obtencion de antimicrobianos a partir de
recursos microbiolégicos y de plantas medicinales. La utilizacion de
sustancias naturales en el tratamiento de diferentes enfermedades,

constituye en la actualidad un desafio en la medicina y se ofrece como una
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alternativa, especialmente en aquellas dolencias para las que no existe un

remedio adecuado (Domingo y Lopez, 2003).

Es por ello que se propuso estudiar la composicion quimica y actividad
antibacteriana del aceite esencial de Baccharis nitida (Ruiz et Pavon) Pers.,
con el objetivo de identificar el potencial uso de los componentes del mismo
para utilizacibn como antibacteriano o para tratamiento de diversas

enfermedades.

El proyecto esta estructurado en 5 capitulos; el capitulo | (El problema)
contiene Planteamiento del Problema, Justificacion e Importancia de la
Investigacion, Objetivos de la investigacion, Alcances y Limitaciones de la
Investigacion. El Capitulo 1l (Marco tedrico) constituido por los Trabajos
Previos, Antecedentes Historicos o Epistemologicos, Bases Teoricas,
Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacidén de las Variables y la
Hipétesis. Capitulo 1l (Marco Metodoldgico), contiene Tipo de Investigacion,
Disefio de la Investigacién, Poblacion y Muestra, Unidad de Investigacion,
Seleccion del Tamafio de la Muestra, Sistema de Variables, Instrumento de
Recoleccion de Datos, Procedimientos de la Investigacion, Disefio de
Andlisis. Capitulo IV (Resultados y Discusién) conformado por los Resultados
y las Discusiones obtenidas. Capitulo V (Conclusiones y Recomendaciones)
en este ultimo capitulo se encuentran las Conclusiones, Recomendaciones,

Bibliohemerografia y Anexos relacionados con la investigacion.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Las infecciones por bacterias en los seres humanos son bastantes
recurrentes y graves, esto ocasiona que diariamente se empleen grandes
cantidades de antimicrobianos para combatir infecciones ocasionadas por
bacterias y otros microorganismos (Gaceta Médica de México, 2015; Embid,

2017).

El desarrollo de resistencia a los antibidticos es un proceso natural e
inevitable y esto es asi porque los microorganismos son seres Vvivos que a lo
largo de su evolucién han desarrollado estrategias que les permiten explorar
nuevos nichos y sobrevivir. La Organizacion Mundial de la Salud (2001)
advierte constantemente sobre esta problematica y en su plan de accion
contra el crecimiento de la resistencia propone actividades a diferentes
niveles, que incluyen: generar y compartir informacién epidemiolégica;
aplicacion de medidas de prevencion de infecciones; optimizar el uso de
antibioticos a través del desarrollo de politicas nacionales y globales sobre el
consumo Yy produccion de antibidticos; restricciones sobre el consumo de

4



Estudio de la Composicion Quimicay Actividad Antibacteriana del Aceite Esencial de Baccharis nitida (Asteraceae)

antibioticos como promotores del crecimiento en ganado, y un uso razonado
para el consumo humano, ademas de estimulos para el estudio y desarrollo

en el area (Gaceta Médica de México, 2015).

Este problema representa actualmente gran importancia en los seres
humanos, pues son miles los pacientes que adquieren infecciones por este
tipo de patdgenos y en estos tiempos es uno de los principales problemas de
la sociedad a nivel mundial, se dice que un 40% de los pacientes
hospitalizados recibe uno o mas antibiéticos. Su uso, y en ocasiones su
abuso, han traido como consecuencia la aparicién de gérmenes resistentes
con el consiguiente fracaso de los tratamientos (Comegna, Guzman,

Carmona y Molina, 2000).

Una de las principales fuentes para la busqueda de sustancias o
componentes con propiedades antimicrobianas son las plantas, el uso de las
plantas es de gran importancia en la medicina tradicional. Por mucho tiempo
se han utilizado con fines curativos, sobre todo en las zonas rurales y
pequefias comunidades, manteniéndose asi actualmente. Esto hace que
diariamente se indague y se estudie de manera profunda y constante, el
conocimiento de las composiciones quimicas de las especies vegetales,
ademas de sus propiedades farmacolégicas, y asi ampliar las diferentes
funciones de los productos que de ellas se extraen (Padrén, 2010; Albornoz,

1997).
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En base a lo anteriormente expuesto, cabe destacar que en el
presente trabajo se realizd el estudio de la planta Baccharis nitida
perteneciente a la familia Asteraceae. El objetivo de la investigacion se
puntualizé en la composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite
esencial de la especie, con la finalidad de determinar los componentes de la
misma y ademas indicar si el aceite de Baccharis nitida puede servir para

contrarrestar infecciones por bacterias o agentes patégenos.

Este tipo de investigaciones en plantas son bastante comunes y sobre
el género Baccharis hay muchas investigaciones, la mayoria de ellas
relacionadas con la obtencion de la composicibn quimica y actividad
antibacteriana (Rangel, Garcia, Velasco, Buitrago, y Velazco, 2001; Marin,
Lépez, Pérez., e Isaza., 2006 y Vivot, Sanchez, Cacik, y Sequin, 2009;). Sin
embargo, luego de la revisidén bibliografica puede decirse que la especie
Baccharis nitida ha sido poco estudiada, por ello, se plante6 para este

trabajo la siguiente interrogante:

¢,Cual es la composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite

esencial de la especie Baccharis nitida?
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Justificacion e Importancia de la Investigacion

Histéricamente, la inmensa mayoria de las investigaciones
fitoquimicas desarrolladas hasta hace unas décadas estaban dirigidas a
determinar estructuras novedosas. Hoy dia esos estudios se orientan hacia
el aislamiento e identificacion de compuestos biolégicamente activos,
especialmente encausados a atacar dolencias que afectan a toda la

humanidad (Marcano y Hasegawa, 1991).

Por ello, es importante estar un paso adelante en relacion a la
busqueda de nuevos metabolitos que ayuden a combatir enfermedades o
infecciones causadas por agentes patdégenos, en vista de que existe la
tendencia de los microorganismos a desarrollar resistencia a los antibioticos
sea por las causas que sean, ya que la principal consecuencia de esto es
gue en las terapias curativas muchas veces se necesiten gran diversidad y
cantidad de antibiéticos, provocando que el tratamiento para el afectado sea
en algunas ocasiones mas largo, mas costoso y menos efectivo, de ahi la
necesidad de este tipo de investigaciones para contar con mayor cantidad de
metabolitos activos que ayuden a contrarrestar el problema (Organizacion

Mundial de la Salud, 2001).

Las plantas son el principal objeto de estudio y de donde mayormente
se obtienen metabolitos activos para la elaboracion de una gran diversidad
de medicamentos con fines especificos, una de las principales industrias en

aprovechar y generar productos es la farmacéutica, en consecuencia, el
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conocimiento amplio en cuanto a los usos de las misma, es de suma
importancia tanto para especialistas como para la poblacion en general

(Rosado y Moreno, 2010).

Dentro de los principales estudios en las plantas se encuentran los
aceites esenciales, estos son liquidos aromaticos obtenidos de diferentes
partes de la planta y utilizados ampliamente en la industria alimentaria, como
condimentos y saborizantes; y en las industrias farmacéutica, cosmética y

tabacalera, como perfumes y esencias (Quer, 1962).

No obstante, investigaciones muestran que algunos aceites poseen
actividades antibacteriana, antifungica y antiviral (Oliveira, Ehringhausm y
Yoskio, 2004; Mesa, Montiel, Martinez, Zapata, Pino y Bueno, 2007 y
Delgado y Cuca, 2007;), insecticida, antitoxica (Kahriman, Tosun, Terzioglu,
Karaoglu y Yayh, 2011) y antioxidante (Kordali, Kotan, Mavi, Cakir, Ala y
Yildirim, 2005) los cuales se presentan como una alternativa viable para
conseguir a través de ellos sustancias con actividades biolégicas como la
actividad antibacteriana, que podria tener mudultiples aplicaciones en la
creacion de farmacos de bajo costo y facil accesibilidad y en los aceites

esenciales se ve un alto potencial para ello (Ochoa y cols., 2012).

La siguiente investigacion se realizdé con el propésito de conocer la
composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de

Baccharis nitida.
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Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar la composicion quimica y actividad antibacteriana de los

aceites esenciales de la especie Baccharis nitida (Ruiz et Pavon) Pers.,

proveniente de la zona del paramo, municipio Miranda del estado Mérida.

Objetivos Especificos

Obtener el aceite esencial de las hojas, flores y tallos de la especie
Baccharis nitida mediante el método de hidrodestilacion.

Identificar la composicion quimica del aceite esencial de las hojas,
flores y tallos Baccharis nitida utilizando Cromatografia de Gases
Acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM).

Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial (hojas y flores)
de la especie Baccharis nitida empleando la técnica de Kirby Bauer en
pozo modificado, frente a cepas de bacterias grampositivas
(Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) y cepas de
bacterias gramnegativas (Klebsiella pneumoniae, Escherechia coli y

Pseudomonas aeruginosa).
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Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

Los alcances de la investigacion se relacionan con la profundidad del
conocimiento que los autores se proponen. En tal sentido, se considera la
propuesta de Hernandez, Fernandez, Baptista, (2010): “si hemos decidido
una vez hecha la revision de la literatura, que nuestra investigacion vale la
pena y debemos realizarla”, el siguiente paso consiste en visualizar el
alcance que tendra. No se deben considerar los alcances como “tipos” de
investigacion, ya que, mas que ser una clasificacion, constituyen un continuo
de “casualidad” que puede tener un estudio.

Por lo tanto, durante este estudio se pretendié determinar la
composicién quimica del aceite esencial de Baccharis nitida desde un nivel
de complejidad confirmatorio, en el cual se considerd la posible actividad

antibacteriana.

Limitaciones

Las limitaciones de esta investigacion estuvieron relacionadas con la
disponibilidad de insumos de laboratorio y el tiempo para llevarla a cabo.
Especificamente las limitaciones de insumos se presentaron por la carencia

de estos en el mercado nacional.
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En otro orden de ideas, se contd con poca informacion sobre
aplicaciones y usos que se le dan a algunas partes de la planta, lo cual
implicé aunado a lo anterior, la aplicacion de mayores procedimientos y

aplicaciones experimentales para cumplir con los objetivos planteados.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

En 2020 Ramos, Justino, Rodriguez, Feitosa, Esmeraldo, J., De
Aradjo, J., Costa, M., Silva, R., Da Silva, L., D Amaral, W., Deschamps, C.,
Tintino, S., Ribeiro, J. y Melo, H. llevaron a cabo una investigacion titulada:
“Caracterizacion y actividad antibacteriana del aceite obtenido de las hojas
de Baccharis caridifolia DC frente a cepas multiresistentes”, el presente
estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana y moduladora
de antibiéticos del aceite esencial Baccharis coridifolia contra cepas
resistentes a mdltiples farmacos (MDR). El analisis fitoquimico se realizé
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/EM), y se realiz6 la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la
modulacién antibidtica a partir del método de microdiluciéon en placas de 96
pocillos. Se reveld la presencia de germacreno D (23,7%), biciclogermacreno
(17,1%) vy (E)-cariofileno (8,4%) como componentes principales. La
concentracion inhibitoria minima del aceite esencial contra cepas
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de Pseudomonas aeruginosa (512 pg/mL) y Staphylococcus aureus (128
Mg/mL) demostraron actividad antibacteriana clinicamente
relevante. Indicaron que ademas, la combinacion de dosis subinhibidoras del
aceite con antibioticos convencionales mostro sinergismo, lo que indica una
potenciacion del efecto antibacteriano. Llegaron a la conclusion de que el
aceite esencial de Baccharis coridifolia (EOBc) presentdé actividades
antibacterianas y moduladoras de antibiéticos que sitlan a esta especie

como fuente de moléculas utiles en la lucha contra la resistencia bacteriana.

En 2019, Ortufio llevo a cabo una investigacién para determinar la
actividad antibacteriana de los aceites esenciales de la especie Baccharis
latifolia y Coriandrum sativun, sobre la especie Xanthomona sp., los halos de
inhibicibn que se obtuvieron en las pruebas fueron mayores cuando la
concentracion fue de 100%; en el caso de Baccharis latifolia se obtuvieron
halos de inhibicibn de 12 mm en promedio cuando la concentracion fue de
100%, de 10 mm cuando la concentracion fue de 50% y 8 mm para una
concentracion de 25%; para la especie Coriandrum sativun, de 19 mm en
promedio cuando la concentracion fue de 100%, de 16 mm cuando la
concentracion fue de 50% y 10 mm para una concentracion de 25%. Por otro
lado, identificaron a través de cromatografia de gases los componentes con
mayor porcentaje para cada especie obteniéndose para B. latifolia los
siguientes componentes; a-felandreno (18,12%), limoneno (17,15%),

norhalkendin (10,0%) y andro encecalinol (6,00%). Para Coriandrum sativun,
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se obtuvo benzaldehido (40,25%), geraniol (19,00%), alcanfor (26,00%) y
decanol 10,00%. Esta investigacion representd principalmente una fuente de
informacion en cuanto a los componentes mayoritarios encontrados en la
especie Baccharis latifolia, permitiendo comparar si los componentes
mayoritarios encontrados se relacionan con los componentes encontrados en

la especie estudiada (Baccharis nitida)

En 2018 Torres y cols., llevaron a cabo la investigacion titulada
“Caracterizacion  fitoquimica del aceite esencial de Baccharis
dracunculifolia DC (Asteraceae) y evaluacion de la actividad antibacteriana”.
El objetivo fue evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Baccharis dracunculifolia (DC) (EOBD) y moduladora de antibiéticos. El
andlisis de la composicién quimica del aceite esencial fue por cromatografia
de gases-espectrometria de masas (CG-EM) y revel6 como principales
componentes: Germacreno D (18,4%), (E)-Nerolidol (14,0%), Mustacona
(11,2%), Espatulenol (11%), B-pineno (9,5%) y Biciclogermacreno (8,4%). Se
realizo la evaluacion directa de la actividad antibacteriana in vitro , asi como
en combinacién con los antibidticos Ampicilina, Gentamicina y Norfloxacina
contra las cepas estandar de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
y  Staphylococcus aureus. Se observé actividad  antibacteriana directa
del aceite esencial de B. dracunculifolia contra S. aureus con una CIM de 102
pMg/mL y una de 512 pg/mL. EI EOBD modul6 sinérgicamente el antibiotico

Norfloxacina contra P. aeruginosa, con una reduccién de la CIM de 50,8 a
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6,35 pug/mL, una reduccién de la CIM de gentamicina de 20,16 a 4 pg/mL y
una reduccion de la CIM de ampicilina de 645,1 a 512 ug/mL. El aceite
esencial modific6 sinérgicamente la actividad de Norfloxacina contra E.
coli con una reduccion de la CIM de 40,32 a 3,17 yg/mL y una reduccion de
la CIM de gentamicina de 50,8 a 25,4 ug/mL. El aceite esencial también
mostrd sinergismo contra S. aureus cuando se asocié con Norfloxacina, con
una reduccion de la CIM de 322,54 a 203,2 ug/mL, mientras que cuando se
asocié con Ampicilina, demostro sinergismo al reducir la CIM de 80,6 a 20,16
Mg/ml. Los resultados de esta investigacion revelaron que el EOBD es un
producto natural prometedor con potencial antimicrobiano, tanto directamente
como en combinacion con antibidticos, para uso clinico contra bacterias

Gram positivas y Gram negativas.

Chaverri y Ceccio en 2017, determinaron los constituyentes de los
aceites esenciales de Baccharis trinervis (Asteraceae) de Costa Rica. El
objetivo de este estudio fue identificar los constituyentes quimicos de los
aceites esenciales obtenidos de diferentes partes morfoldégicas de Baccharis
trinervis en tres localidades de Costa Rica, obtenidos mediante el método de
hidrodestilacion. Se analizé la composicibn quimica de los aceites por
cromatografia capilar de gases con detector de ionizacion de flama (CG-FID)
y cromatografia de gases acoplada a un detector de masas (CG-EM),
utilizando los indices de retencion en una columna tipo DB-5 y los patrones

de fragmentacion, lo cual permitio la identificacion de 268 constituyentes. Los
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aceites esenciales de diferentes partes de Baccharis trinervis de Costa Rica
presentaron un perfil quimico muy complejo, predominantemente de
naturaleza terpenoide con algunos compuestos alifaticos y aromaticos como
componentes minoritarios.

En 2016 Suzuki, Caneschi, Costa, Ferndndez y Barbosa estudiaron la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de Baccharis trimera (carqueja-
amarga) que se cita como uno de los diez aceites mas consumidos por la
industria cosmética en Brasil. El objetivo consistié en investigar la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de B. trimera contra
Staphylococcus epidermidis, Proteus vulgaris, Micrococcus Iluteus vy
Corynebacterium xerosis, las cuales son las principales bacterias
responsables del mal olor de la transpiracion. Los métodos que se realizaron
fueron el andlisis de cromatografia de gases (CG) y la actividad
antimicrobiana se evalué mediante el método turbidimétrico, utilizando un
ensayo de microdilucién. En los resultados se identificaron 20 componentes,
siendo el B-pineno (23,4%) el compuesto principal encontrado. Los valores
de concentracion inhibitoria minima (CIM) del aceite esencial varid6 de 500
Mg/mL a 1.000 pg/mL. Se observd un efecto perjudicial del aceite esencial
sobre la morfologia de las membranas celulares de las bacterias estudiadas
por microscopia electrénica de barrido (SEM). Los autores concluyeron que
los resultados demuestran que el aceite esencial de B. trimera es un

potencial en la aplicacion de los agentes antimicrobianos en productos de
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higiene personal. El estudio anterior es una muestra del efecto del aceite de
B. trimera, al someterlo a pruebas de laboratorio que evidencian

caracteristicas antimicrobianas de este género.

Antecedentes Histéricos o Epistemoldgicos

El nombre genérico Baccharis fue propuesto por Linné en su obra
Hortus Cliffortianus en 1737, para agrupar cuatro especies (las que luego
serian denominadas B. halimifolia, B. indica, B. neriifolia y B. tenuifolia);
posteriormente, en su obra Species Plantarum del afio 1753 agreg6 dos mas
B. foetida y B. ivifolia. No obstante, la concepcion del género que tenia Linné
difiere de la actual, puesto que él mismo, en Genera Plantarum del afio 1754
lo defini6 como monoico. De este modo, de las especies originalmente
descriptas por él, sélo una (B. halimifolia) permanece actualmente en este

género (Giuliano, 2003).

Ruiz y Pavén en 1794 propusieron el género Molina sobre la base de
la condicién dioica de las 24 especies que luego (en 1798) ubicaron en él,
constituyendo asi la base del concepto moderno del género. Sin embargo, el
nombre Molina Ruiz & Pav. es ilegitimo, ya que es un homénimo posterior de
Molina Cav. 1790, un género de la familia Malpighiaceae. De cualquier modo,
Persoon (1807) transfirié todas las especies descriptas por Ruiz y Pavén bajo
Molina a Baccharis, otorgandole entonces a este ultimo el caracter dioico que

hoy unifica a la enorme mayoria de las especies (Giuliano, 2003).
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Desde entonces, los investigadores autores de los mas importantes
trabajos sistematicos han utilizado el nombre Baccharis siguiendo este
criterio diferente al originalmente empleado por Linné. El Unico autor clasico
que mantuvo a Molina y Baccharis como géneros separados fue Lessing
(1831); segun su criterio, ambos géneros incluian solo plantas dioicas, pero
se distinguian segun el nimero de series de cerdas del papus de las flores

carpeladas (una y dos, respectivamente) (Giuliano, 2003).

Durante largo tiempo, ningun autor cuestiono la identidad de Baccharis
como género natural o monofilético. En todo caso, aquellas especies que en
el momento de su descripcion se consideraban afines pero distinguibles por
algun caracter importante, fueron ubicadas en géneros particulares
usualmente monoespecificos; tal es la situacién de Sergilus Gaert., Tursenia
Cass., Pingraea Cass., Stephananthus Lehm., Arrhenachne Cass.,
Polypappus Less., Icma Phil., Psila Phil. y Baccharidastrum Cabrera. Sin
embargo, todos estos géneros fueron sucesivamente incluidos en la

sinonimia de Baccharis por diversos autores (Giuliano, 2003).

Una segregacion relativamente importante de especies, aunque
siempre sin cuestionar la homogeneidad de Baccharis como género rico en
especies, tuvo lugar cuando Cabrera en 1944 propuso el género
Pseudobaccharis para agrupar a las especies que poseen los receptaculos
de los capitulos carpelados cubiertos de péaleas. Posteriormente, Cabrera en

1955 transfirio las especies de Pseudobaccharis a Psila, por juzgar que no
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existian diferencias que justificaran la separacion de ambos géneros. El
criterio de considerar a las especies provistas de receptaculos paleaceos
bajo cualquiera de estos dos géneros fue seguido por varios autores (Badillo,
1946, 1963; Teodoro Luis, 1949, 1952, 1957; Aristeguieta, 1964) hasta que
Cuatrecasas (1967) los remitié a la sinonimia dentro de Baccharis, debido a
que dicho caracter no esta acompafado por uniformidad de caracteres

vegetativos ni de distribucion geografica (Giuliano, 2003).

El primer autor que cuestiond seriamente el caracter de la dioecia
como justificacion del monofiletismo de Baccharis fue Hellwig en 1990, quien
luego propuso la segregacion del mismo en 5 géneros distintos: Bacchariss.
Str., Neomolina F.H. Hellwig, Pingraesa Cass. Emend. F.H. Hellwig,
Stephananthus Lehm. y Pseudobaccharis Cabrera. No obstante, esto no fue
aceptado por algunos especialistas entre ellos Nesom en 1994, 2000 y
Robinson en 1997, quienes sostienen que Hellwig no aporté argumentos
suficientes como para considerar a esos grupos al nivel de géneros
independientes, y que bien podrian ser tratados como categorias

infragenéricas (Giuliano, 2003).

Como se evidencia son muchos los estudios que se han realizado
sobre este género, en relacion a la fitoquimica y actividad biolégica puede
mencionarse que comenzaron desde principios de 1900 hasta hoy en dia, en
donde ya hay mas de 150 compuestos aislados e identificados de este

género. Entre los compuestos reportados se encuentran principalmente
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flavonoides, diterpenos y triterpenos (Gonzaga, Costa, Pizzolatti, 2005).
También se han obtenido cumarinas y aceites esenciales (Gonzaga y cols.,

2005: Abad y Bermejo, 2007).

Bases Teodricas

Descripcion y distribuciéon geografica de la familia Asteraceae.

Las Asteraceae (Compositae), ubicada dentro del orden Asterales,
consta de una familia muy nutrida, reuniendo alrededor de 13 tribus, mas de
1.400 géneros y de 20.000 a 23.000 especies. El nombre comun de esta
familia es Compuesta y hace referencia a la disposicion de las flores en

capitulos compactos, cada uno de los cuales parecen a su vez una unica flor;

se adaptan especialmente
a la zonas semiéaridas de
las regiones tropicales y
subtropicales, asi como al
territorio artico, es decir
tiene una  distribucion

cosmopolita, ver figura 1

(Tapia, 2010).
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Esta familia agrupa Figura 1. Distribucién geografica de la familia
Asteraceae, Tomada de Prada, 2015.

cerca del 10% de todas las

plantas con flores, su importancia econdémica directa es bastante amplia (Del
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Vito y Petenatti, 2009; Stevens, Ulloa, Pool y Montiel, 2001). Son pocas
veces arbustos pequefios o de talla mediana glabrosas o con pelos de tipos
glandulares o eglandulares; su tallo a menudo muestra un crecimiento
secundario bien desarrollado con haces vasculares inicialmente separados,
en algunos casos presentan un crecimiento secundario anGmalo y a veces

con haces medulares o corticales (Stevens y cols., 2001).

En Venezuela se encuentra distribuida desde el nivel del mar hasta los
sitios mas elevados de los paramos andinos, donde escasamente es posible
el desarrollo de plantas superiores. Al considerar la distribucion de las
Compuestas en Venezuela, el pais puede ser dividido en tres regiones: a)
Costa y Llano b); Andes y Cordillera costera; c) region Guayanesa. De estas
tres regiones, la primera es pobre en endemismo y nimeros de especies de
Compuestas. Las dos ultimas, en cambio, representan las areas de mayor
concentracion de Compuestas con un alto grado de endemismo (Badillo,

2001).

La familia de las Asteraceae (Compositae), esta compuesta por 13
tribus en Venezuela (Tabla 1). Dentro de las cuales encontramos la tribu
Astereae, donde se ubica el género Baccharis (Badillo, 1996). Esta tribu se
encuentra distribuida en todo el mundo, en el pais se conocen acerca de 14

géneros y mas de 60 especies de esta tribu (Badillo, 1996).
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Tabla 1.
Tribus de la Familia Asteraceae
l. Barnadesieae
Il. Multisieae
Il. Cardueae
V. Lactuceae
V. Vernonieae
VI. Liabeae
VIL. Plucheae
VIII. Gnaphalieae
IX. Astereae
X. Anthemideae
XI. Senectoneae
XII. Heliantheae
XIII. Eupotorieae

Tomado de: (Badillo, 2001)

Descripcion y distribuciéon geografica del Género Baccharis.

Para entender el género Baccharis es necesario conocer la taxonomia
de la misma (ver tabla 2), esto nos permite comprender los elementos
comunes que pertenecen al género. El cual lo representan desde arbustos
hasta arboles pequeiios, dioicos. Hojas simples, alternas, enteras o
dentadas. Indumento de pelos simples. Cabezuelas homogéneas discoideas.
Involucro multiseriado. Receptaculo desnudo o peleaceo. Corolas tubulosas,

regulares. Flores femeninas sin estambres. Flores masculinas con pistilodio

(Badillo, 1996).
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Tabla 2.

Taxonomia del género Baccharis.
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Baccharis

Tomado de: (Badillo, 2001)

El género Baccharis es uno de los mas grandes géneros de la tribu
Asteraceae (Verdi, Brighente y Pizzolatti, 2005), comprende una de las 400
especies americanas de arbustos o subarbustos, este género es uno de los
mas importantes de la tribu Astereae (familia Asteraceae). Presenta una
amplia distribucion en el continente americano, desde las islas de Nueva
Escocia (Canada) por el este y sur de los Estados Unidos hasta la Patagonia
y Tierra del Fuego, faltando en la region de la selva amazonica. En esta
vasta distribucion geografica, las especies del género Baccharis ocupan una
gran diversidad de ambientes: selvas subtropicales, selvas nubladas,
bosques caducifolios, bosques xerdfilos, sabanas, praderas, matorrales,
paramos, desiertos; se hallan en alturas que van desde el nivel del mar hasta

los 4000 m (Giuliano, 2003).

En Venezuela el género Baccharis es bastante importante y sus

especies estan distribuidas en todo el pais, siendo mas abundantes en la
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region andina y cordillera costera del pais, asi como también en la region
guayanesa. En la regién andina de Venezuela, Colombia, Ecuador y Norte de
Perl se han identificado géneros como; B. buddleioides, B. buxifolia, B.
chilco, B. decussata, B. genistelloides, B. grandiflora, B. jelskii, B. macrantha,
B. prunifolia, B. pululahuensis, B. rupicola, B. teindalensis, B. tricuneata y B.
nitida, especificamente por el Norte de Sudamérica desde Colombia y

Venezuela hasta Bolivia y Brasil, entre otros (Giuliano, 2003).

Composicién quimica del género Baccharis.

En relacion al género Baccharis son multiples los metabolitos que se

han identificado.

Componentes volétiles del género Baccharis.

Se han identificado los siguientes componentes volatiles en algunas

especies de Baccharis (Tabla 3).

Usos del género Baccharis

Tradicionalmente las especies de este género han sido utilizadas para
el tratamiento de diversas patologias entre las cuales se encuentran
contusiones e inflamaciones, también son usadas como antibacteriano y
desinfectante (Martinez, 2001). El uso variado de las mismas se debe a la
composicion quimica que presentan, la cual se basa principalmente en
flavonoides, diterpenos, triterpenos, cumarinas y aceites esenciales (Verdi y

cols., 2005; Abad y Bermejo, 2007; Freire, Urtubey y Giuliano, 2007).
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Componentes volatiles identificados en el género Baccharis.

Componente volatil

Especie

Referencias

a-tuyeno, a-pineno,

B-pineno, sabineno,

mirceno, limoneno,
a-terpineno, y-terpineno,

Baccharis
obovata Hook
Aceite de las

partes aéreas de

(Malizia y cols., 2005)

terpin-4-ol la planta
oxido de cariofileno,
viridiflorol, germacreno D,
germacreno B, B-cariofileno, Baccharis (Chaverri 'y Ceccio,
espatulenol, 6-3-careno, trinervis 2017).
a-pineno, biciclogermacreno, (aceite de las
0-cadineno, B-elemeno, hojas)
limoneno
Baccharis
B-pineno trinervis
(aceite de las
hojas)
Globulol, B-cariofileno, 4-cis-
muurola, germacreno D,
biciclogermacreno, espatulenal,
oxido de cariofileno, viridiflorol,
B-elemeno, germacreno B, Baccharis
y-cadineno, 6-3-careno, trinervis
a-humuleno, germacreno B, (aceite de las (Chaverri y Ceccio,
germacreno D, B-cariofileno, flores) 2017).
viridiflorol, globulol, &-3-careno,
B-felandreno,
Baccharis
biciclogermacreno trinervis
0-cadineno, B-copaeno, (aceite de los
B-elemeno, y- muuroleno tallos)
a —bisabolol Baccharis (Gianello y Giordano,
limoneno articulata 1984)

Partes aéreas
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Referencias

especificados) y
Nerolidol

Componente volatil Especie
Monoterpenos, Baccharis (Canani, Lemos,
sesquiterpenos (no dracunculifolia Barreto, Comunello,

Hojas de la planta Maistro, De Andrade,

2014)

B-pineno,
a-pineno,
limoneno,
[B-cariofileno,
espatulenol,
biciclogermacreno,
viridiflorol

Baccharis tandilensis
Partes aéreas
florecidas de
ejemplares femeninos
y masculinos.

(Prado, Baren, Lira,
Bandoni y Orfila, 2003).

a-pineno,
B-pineno,
limoneno,
espatulenol,
globulol,
(E) eroolidol,
biciclogermacreno,

Baccharis uncinella

Partes aéreas.

Dellacass, Lorenzo y

(Frizzo Serafini,

Moyna, 2001).

terpinen-4-ol
a-pineno,
B-pineno,
limoneno y
espatulenol

Baccharis uncinella
Flores

(Mintegiaga, 2013)

a-pineno,

limoneno,
[B-cariofileno,
espatulenol

Baccharis notosergila
Partes aéreas

(Cobos, Justo,
Rodriguez, Demo,
Faillaci y Zygadlo, 2001)

trans-nerolidol

Baccharis crispa
Plantas femeninas y
masculinas

(Zunino, Novillo, Mestri y
Zygadlo, 1998).

a-cadinol,
germacreno-D.

Baccharis salicifolia
Plantas femeninas y
masculinas

(Zunino, Novillo, Mestri y
Zygadlo, 1998).

(- felandreno,

Baccharis latifolia

sabineno,
B- pineno, Partes aéreas Meneses y Morocho,
a- pineno 2013)

(Valarezo, Rosillo,
Cartuche, Malagon,
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Componente volatil

Especie

Referencias

a-pineno
B-pineno
1,2,3-trimetilbenzeno
2,4- trimetilbenzeno
1,3,5- trimetilbenzeno
Cumeno
Fenilmetanol
2- fenil-propano
Etil-ciclohexano

Baccharis salicifolia

Hojas de la especie

(Valarezo, Rosillo,
Cartuche, Malagon,
Meneses y Morocho,

2013)

Trimetilindano
1,1,4- trimetilindano
1,1,5- trimetilindano
1,1,6- trimetilindano

Ciclohexilbenceno

Baccharis salicifolia

Hojas de la especie.

(Silva'y Romero, 2019)

Estireno
ay B-pineno Baccharis tridentata (Mintegiaga, 2013)
limoneno Flores
Espatulenol Baccharis milleflora (Mintegiaga, 2013)
germacreno D Hojas
Palustrol
Espatulenol Baccharis trimera (Mintegiaga, 2013)

o6xido de cariofileno

Flores

En algunos paises, por ejemplo, ciertas especies de Baccharis (B.

trimera, B. articulata, y B. crispa) son usadas en medicina popular, en forma
de infusiones para el tratamiento de reumatismo, desordenes hepatobiliares,
diabetes y externamente para los casos de ulceracion de la piel y heridas
(Gene, Cartaiia, Adzet, Marin, Parella y Cafigueral, 1996), en la tabla 4 se

presentan algunas especies y usos.
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Tabla 4.
Usos de algunas especies del género Baccharis.
Especie Ubicacion FOYma.O,‘e Uso tradicional Parte usada
aplicacion
Propiedades
antinflamatorias de
Té piel, mucosa, anti Hojas y
infecciosos, ulcera tallos
Baccharis Brasil de estbmago
illinita
Cicatrizaciéon de Hojas
Polvo heridas de piel maceradas
y secas
Cataplasmas Hojas
Baccharis Argentina Heridas
incarum Wedd Infusiones Hojas y/o
Tallos
Baccharis México Infusiones o Trastornos Partes
heterophylla decocciones | gastrointestinales aéreas
Baccharis América del | Decocciones Reumatismo, Hojas y
latifolia Pers Sur higado, heridas y tallos
ulceras
Baccharis México Infusiones Gripe, inflamacion
multiflora problemas urinarios Hojas
doblado
Baccharis Reumatismo, Partes
obtusifolia Colombia Decoccion enfermedades del aéreas
Higado, heridas y
ulceras
Baccharis Inflamacion y
pentlandii Bolivia reumatismo
Baccharis Bolivia
rubricaulis (utilizado Infusiones o
por decocciones Dolencia de Hojas y
indigenas) mucosas tallos
Desde Los Infusion Inflamacion Hojas
Estados
Baccharis Unidos Decoccion Agente de higiene Hojas y
salicifolia hasta Chile femenina tallos
y Argentina
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Forma de
Especie Ubicacion aplicacion Uso tradicional | Parte usada
Antiinflamatoria,
Baccharis analgésico y
teindalensis Ecuador Infusiones o remedio Partes
decocciones antimicrobianos aéreas
Baccharis Decocciones 0 Infecciones de Hojas y
tricuneata Venezuela infusiones piel y diabetes tallos
Baccharis México Infusiones o Trastornos Toda la
vaccinoides decocciones gastrointestinales planta
Sur de
Brasil,
Baccharis Uruguay, Decoccion e Diabetes Partes
articulata Paraguay infusiones aéreas
Argentina.
Baccharis México Inflamaciones Planta
alamani entera
Bebida Dolor de
Laxante estobmago
Baccharis
conferta México Hojas
Té de hojas Estimular miccién
Pérdida de peso
Sur de Decoccién Antiinflamatorio
Baccharis Brasil, Hierba
coridifolia Paraguay, Vapores Moquillo de entera
Uruguay, mezclados con caballo y
Argentina. azufre paracitos
externos de los
caballos
Diarrea 'y
Baccharis México Infusién enfermedades Hojas
serraefolia gastrointestinales
Decocciones Antiséptico de Partes
Brasil, Infusién uso externoy aéreas
Paraguay, digestivos
Baccharis Uruguay y
crispa Argentina Extracto Afecciones al
higado y Hojas
desordenes
digestivos
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Problemas
hepaticos,
Brasil Infusion disfunciones
Baccharis estomacales y
dracunculifolia antiinflamatorio
Hojas
Argentina Decoccién Cdlicos y anemia
por pérdida de
sangre
Baccharis Oeste de Desinfectante
douglassi américa RiAény piel | -
Baccharis Perd, Decocciones o | Cortes y heridas, Hojas y
floribunda Venezuela infusiones diabetes y tallos
reumatismo
Baccharis Astringente y
gaudichaudiana Brasil antipirético
Trastornos
ginecoldgicos y
Baccharis México Infusién digestivos y Hoja
glutinosa enfermedades de
la piel
Enfermedades
Baccharis Peru, Toénico del higado,
genistelloides Amazonas reumatismo,
diabetes
Resfriados,
Baccharis dolores de
sarothroides México Decoccién cabeza sinusal y Ramas
dolencias
generales
Baccharis
uncinella Brasil Sedante Hojas

(Tomado de Prada, 2015).
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Distribucion geografica de la especie Baccharis nitida

Esta especie se distribuye en tres nucleos: la region andina desde
Venezuela hasta Bolivia, el Macizo Guayanéz, y el Macizo Brasilefio hasta el
estado de Santa Catarina y la provincia argentina de Misiones (Giuliano,
2003), la especie fue originalmente descrita en Perd, pero también se
encuentra ampliamente distribuida en Colombia, Ecuador, Bolivia y

Venezuela (Badillo, 1996).

Descripcion botanica de la especie Baccharis nitida

La especie Baccharis nitida (Ruiz et Pavon) Pers, conocida
comunmente como caciquito, es un arbusto erecto, lefioso y ramificado, con
ramas subredondas glabro-viscosas con hojas alternas y cabezuelas
femeninas con 30 a 40 flores acampanadas de color crema o con tinte rojizo

(Aristigueta, 1964).

La planta Baccharis nitida mide de 1 a 3 m de altura, ramificada, es
polimorfa en cuanto al tamafio y forma de la hoja, asi como en el desarrollo y
densidad de las inflorescencias y cantidad de flores (Aristigueta, 1964).
Posee Hojas alternas, simples, elipticas, de 5 a 15 cm de longitud por 1,5 a 6
cm de ancho, margen entera, apice agudo, base cuneada, glandulares;

peciolos de 1 a 2 cm de longitud (Giuliano, 2003).

Las flores son numerosas, agrupadas en cabezuelas de 0,5 a 1,5 cm

de longitud, distribuidas sobre racimos o paniculas, de 4 a 10 cm de longitud;
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cada cabezuela rodeada por numerosas bracteas membranaceas, de color
verde, las externas mas cortas que las internas; pedunculos cortos de 0,1 a
0,4 cm de longitud; flores sésiles, pequefias, de 0,5 a 0,6 cm de longitud, de

color banco amarillento (Aristigueta, 1964; Giuliano, 2003).

Las plantas femeninas con flores
de corola filamentosa (ver figura 2); sin
estambres; estilo exserto, bifido, de
color amarillo café, mientras las plantas
masculinas con flores de corola tubular,
cinco dentada; cinco estambres, anteras

unidas por sus bordes formando un tubo

de color blanco crema; estilo engrosado
bifido, fruto en aquenio, pequefio, ovoide, delgado, de color amarillo claro o
café claro, con un papus terminal formado por numerosos filamentos, mas
largos en las flores femeninas de color blanco o blanco amarillento

(Aristigueta, 1964; Giuliano, 2003).

Usos de la especie Baccharis nitida

La especie Baccharis nitida ha sido utilizada particularmente para tos,
bronquitis y afecciones pulmonares en paises como Colombia, Ecuador,

Perl, Bolivia y Venezuela (Girault, 1987)
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Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, extraidas
de plantas olorosas, estos compuestos son utilizados por las plantas para su
desarrollo, reproduccion o proteccién, al ser sustancias volatiles, arrastrables
por vapor y a ello se debe su aroma. Estan presentes en glandulas de
aceites, pelos glandulares o disueltos en las resinas. Son insolubles en agua
y solubles en solventes organicos, generalmente son liquidos, pero en
algunos casos se solidifica una parte por enfriamiento (Marcano y Hasegawa,

1991).

Composicién quimica de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de
constituyentes que pertenecen, de manera casi exclusiva a tres grupos
caracterizados por origenes biogenéticos distintos: el grupo de los
terpenoides, el grupo de los compuestos aromaticos derivados del
fenilpropano y el grupo de los compuestos de origen diverso (Bruneton,

2001).

Terpenoides. En los aceites esenciales se encontraran Unicamente
los terpenos mas volatiles, es decir, aquellos cuya masa molecular no es

demasiada elevada: monoterpenos y sesquiterpenos (Bruneton, 2001).

Monoterpenos. Son biogenéticamente derivados de dos unidades de

isopreno (C10); como por ejemplo Mirceno (1), p-metano; Carano (3) y
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Tujano (4) (Figura 3) y estan distribuidos en una gran variedad de sistemas
vivos, plantas, microorganismos, insectos, algunos tienen funcion especifica
en el individuo productor y varios presentan actividades biolégicas de
distintas naturalezas (Marcano y Hasegawa, 1991). A veces constituyen mas
del 90 % del aceite esencial. La reactividad de los cationes intermediarios
justifica la existencia de numerosas moléculas funcionalizadas segun

(Bruneton, 2001):

& Alcoholes
% Aldehidos
& Cetonas
& Esteres
& Eteres

& Peroxidos

& Fenoles
Mirceno (1) p-metano (2) Carano (3) Tujano (4)

Figura 3. Ejemplos de estructuras de monoterpenos (Bruneton, 2001).

Sesquiterpenos. Contiene quince atomos de carbono, presenta una

gran diversidad estructural como resultado de la gran facilidad de re
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arreglarse, por ello se consideraran los mas representativos y de manera
esquematica para simplificar la vision global y las interrelaciones de sus
esqueletos; ejemplo Cadineno (5) y Guaiol (6) (figura 4) (Marcano y
Hasegawa, 1991). Las variaciones estructurales mas frecuentes segun

(Bruneton, 2001):

& Hidrocarburos
& Alcoholes
& Cetonas

& Esteres

HO

cadineno (5) Guaiol (6)

Figura 4. Ejemplos de estructuras de sesquiterpenos (Marcano y
Hasegawa, 1991).

Compuestos Aromaticos

Los derivados del fenilpropano son mucho menos frecuentes, se tratan
generalmente de alil y propenil fenoles, a veces aldehidos caracteristicos de

determinados aceites esenciales (Bruneton, 2001).
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Compuestos de origenes diversos

Resultan de la transformacion de moléculas no volatiles. Estos

compuestos suelen contribuir a los aromas de los frutos (Bruneton, 2001).

Propiedades fisicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente, volatiles,
muy raramente coloreados. En general su densidad es inferior a la del agua.
Poseen un indice de refraccion elevado y la mayoria desvian la luz
polarizada. Son liposolubles y solubles en solventes organicos habituales.
Arrastrables en vapor de agua, son muy poco solubles en ella, son lo
suficientemente solubles como para desprender un olor neto (Bruneton,

2001)

Localizacion de los Aceites Esenciales.

Los aceites esenciales se encuentran mayormente en los vegetales
superiores, los cuales elaboran los componentes y se repiten en un nimero
determinado de familias, como las Lauraceae, Lamiaceae, Rutaceae,
Asteraceae, entre otras. Los aceites esenciales se almacenan en todos los
organos de la misma especie, sin embargo, pueden variar segun su
localizacion. Se han extraido aceites esenciales de las flores (como en el
caso de las bergamota y nardo), hoja (laurel, eucalipto), corteza (canela),

lefios (sandalo), raices (vetiver), rizomas (jengibre), frutos (anis estrellado),
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semillas (nuez moscada). En el caso de las Asteraceae también se localizan
en canales secretores (Gil, Mejias, Carmona, Mejias y Rodriguez, 1996 y

Bruneton, 2001).

Existen diversos métodos para la extraccion de los aceites esenciales,

cada uno de ellos se explican a continuacion:
Métodos para la extraccion de aceites esenciales

Expresion. Método adecuado cuando los aceites volatiles no pueden
ser destilados sin que sufran descomposicion. Generalmente se hacen rodar
los frutos sobre una bandeja revestida de pluas o se exprime el pericarpio y

las hojas a mano, o con prensas mecanicas o eléctricas (Albornoz, 1980).

Destilacion. Dentro de este método se pueden mencionar los siguientes:

e Destilacion con agua: Se utiliza cuando el material estd seco y no se
altera por ebullicién (Albornoz, 1980).

e Destilacion con agua y vapor: Es aplicable cuando las plantas crudas,
frescas o secas pueden alterarse por ebullicion (Albornoz, 1980).

e Destilacion por arrastre con vapor: Es adecuada cuando se trata de
material fresco, se puede trabajar con abundante materia prima. Este
método opera con bajos costos y casi siempre se le utliza en la
produccion de esencias (Albornoz, 1980).

e Hidrodestilacién: Este método consiste en sumergir directamente el

material vegetal a tratar (intacto u ocasionalmente triturado) en un
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alambique lleno de agua que a continuacion se somete a ebullicion. Los
vapores heterogéneos se condensan sobre una superficie fria y el aceite
esencial se separa por diferencia de densidad (Bruneton, 2001).

Enfleurage: Se usa cuando el contenido volatii en los 6rganos
vegetales es precario, se recurre a un método costoso pero mas adecuado.
Una delgada capa inodora se extiende sobre una lamina de vidrio y los
pétalos frescos se colocan entre ella por unas horas; posteriormente se
colocan otras capas de pétalos. Una vez que la grasa halla absorbido toda la
fragancia posible, el aceite se extrae mediante solventes organicos,
generalmente etanol (Albornoz, 1980).

Extraccion con disolventes: En la industria cosmética se utiliza la
extraccion con solventes no polares, los aceites extraidos de esta manera,
ofrecen mayor fragancia. Este método ofrece la ventaja, comparada con la
destilacion, de que la temperatura puede mantenerse uniforme
(generalmente 50 °C) durante casi todo el proceso (Albornoz, 1980).

Extraccion con gases supercriticos: Mas alla del punto critico, un
fluido puede tener la densidad de un liquido y la viscosidad de un gas, por
tanto, una buena capacidad de difusion en los sélidos y un buen poder
disolvente. Se pueden utilizar varios gases, el mas interesante es el dioxido
de carbono debido a sus ventajas: producto natural, quimicamente inerte,
ininflamable, estrictamente atoxico, facil de eliminar totalmente, facilmente

disponible, selectivo, poco reactivo quimicamente y poco costoso.
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Los inconvenientes tecnolégicos no son despreciables, pero las
ventajas son numerosas: capacidad de proporcionar extractos de
composicion muy proxima a la de los productos naturales, posibilidad de
hacer variar la selectividad, la viscosidad, variando la temperatura y la
presion, ausencia de hidrolisis y de reagrupamientos. El método se puede
emplear en la actualidad para preparar extractos de especies, aromas y
esencias vegetales puras, desprovistas de interés olfativo y oxidable o
privadas de ciertos constituyentes. La extension del empleo de los fluidos
supercriticos a la extraccién liquido-liquido y a la cromatografia aumenta las

posibilidades de estos procedimientos (Bruneton, 2001).

Métodos para determinar los componentes quimicos de los aceites

esenciales

Debido al gran interés comercial los métodos de andlisis han
avanzado rapidamente. El mas usado hoy en dia, gracias a la volatilidad, es
la cromatografia de gases acoplada a la espectroscopia de masas (CG-EM);
la identificacion de los aceites esenciales estd basada en los datos obtenidos
mediante ionizacion por impacto de electrones de alta energia (Marcano y

Hasegawa, 1991).

Cromatografia de Gases: La cromatografia es un método fisico de
separacion en el que los componentes a desglosar se distribuyen entre dos

fases: la fase movil y la fase estacionaria. En la cromatografia de gases la
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fase movil esta integrada por la mezcla a resolver y en la mayoria de los
casos, por un gas no retenible o inerte, que sirve para llevar en si o para
empujar la mezcla y los componentes después de su separacion. La fase
estacionaria puede ser un solido (columna). Los compuestos separados
emergen a intervalos discretos (caracteristicos de cada componente) y pasan

a través de algun tipo de detector (Storch, 1968).

Asimismo, la cromatografia de gases es una técnica separativa que
tiene la cualidad de conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero
una vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los
componentes individuales de una muestra problema, el Unico dato de que
disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de

retencidon de los correspondientes picos cromatograficos (Storch, 1968).

Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca, sobre
todo cuando analizamos muestras con un nimero elevado de componentes,
como es frecuente en cromatografia de gases capilar, de alli que también se

requiera de la Espectrometria de Masas (Gutiérrez y Droguet, 2002).

Espectrometria de Masas: Esta es una técnica en la que los iones
obtenidos de una sustancia, en general organica, se separan segun su
relacion de masa a carga ionica dando lugar, una vez registrados en forma
adecuada al espectro de masas caracteristico de la citada sustancia (Dabrio,

1973). Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de
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manera casi inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es
capaz de identificar los componentes individuales de una mezcla sin separar
previamente sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro
obtenido por superposicion de los espectros particulares de cada

componente (Gutiérrez y Droguet, 2002).

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-

EM).

La Espectrometria de Masas (EM) y la Cromatografia de Gases (CG)
han demostrado en gran numero de laboratorios de todo el mundo, su
versatilidad como medios analiticos para la determinacion estructural y
separacion del compuesto organico. Ambas técnicas han alcanzado un alto
grado de desarrollo en sus diversas facetas practicas, habiéndose convertido
en dos métodos analiticos en los que se juntan una gran rapidez, sensibilidad
y poder resolutivo (Dabrio, 1973).

La CG-EM consiste en inyectar la mezcla en el cromatégrafo de
gases, el cual separa los componentes individualmente en una columna
cromatografica, luego éstos pasan inmediatamente al espectrémetro de
masas. Cada uno de los componentes se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas

(Gutiérrez y Droguet, 2002). Estas técnicas permiten una confirmacion
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precisa y/o determinacion de la estructura de la sustancia que se estudia

(Dabrio, 1973).

indice de Kovats.

Kovats Kovats, propuso un sistema de indices de retencion que sirve
como base para el analisis cualitativo de los componentes de mezclas
complejas (identificacion tentativa). El sistema de los indices de retencion de
Kovats se basa en una comparacion entre la posicion del pico de un analito
en el cromatograma y los picos correspondientes a hidrocarburos lineales,
uno de los cuales eluye antes del componente de interés y el otro después,
utilizando la siguiente relacion matematica para calcularlos, en el caso de
gue sea una corrida cromatogréafica con programacion de temperatura (Ariza,
2008).

Los componentes individuales son identificados mediante la
comparacion de sus tiempos de retencion y sus indices de retencion (indices
de Kovats) con los de los componentes puros empleados como patrones de
referencia, inyectados en las mismas condiciones cromatograficas que los
aceites, y por la semejanza de los espectros de masas de los componentes a
identificar con aquellos que se encuentran recogidos en la biblioteca NIST98
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD), asi
como con los espectros obtenidos para los componentes puros (Ariza, 2008).

El indice de retencion de Kovats expresa el niumero de atomos de

carbono (multiplicado por 100) de un hipotético alcano que tendria un tiempo
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de retencion igual al del componente de interés cuando se analizan bajo
idénticas condiciones. Estos valores se obtienen por interpolacion,
relacionado el tiempo de retencidn del constituyente a identificar con los
tiempos de retencion de dos alcanos que eluyen inmediatamente antes y

después de él (Ariza, 2008).

Usos de los aceites esenciales.

Son empleados en las industrias como perfumes, jabones y repelentes
de insectos, en alimentacibn como especias, condimentos o fuentes de
materias primas. Sus propiedades antisépticas, bactericidas, antiflogisticas,
antirreumaticas, antimicoticas y antihelminticas se han aprovechado para la
medicina natural como tratamiento, especialmente en infecciones
bronquiales, urinarias y las causadas por las cortadas y quemaduras, relajan
las contracciones intestinales y protegen los tejidos contra la accién de
agentes atmosféricos. Asimismo ayudan a la polinizacion ya que atraen a los
insectos por su aroma (Dominguez, 1973; Albornoz, 1980 y Marcano y

Hasegawa, 1991).

Bacterias

Las bacterias son los organismos unicelulares mas pequefos, estos
son capaces de duplicarse por si solos casi sin considerar el medio que los

rodea, la estructura que esta posee es de tipo primitiva denominada
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procariota en diferencia de las estructuras celulares mas evolucionadas las
cuales son denominadas eucariotas. Carecen de nuacleo bien definido,

mitocondrias y ribosomas (Murray, Rosenthal y Faller, 2009).

Sin embargo, tienen una estructura externa muy compleja como la
pared celular. Suelen multiplicarse por simple division celular y fabrica con
gran habilidad moléculas organicas compuestas y sustancias inorganicas. El
namero de especies bacterianas es abundante; estas suelen estar
extensamente distribuidas en la naturaleza: agua, suelo, aire, hombre,
animales. Algunas especies pueden causar graves enfermedades (Barrios,

1988).
Clasificacién Bacteriana

Cuando se descubrié que las bacterias se tifien con colorantes, surgio
un criterio de agrupacion, su afinidad tintorial. Asi la tincibn de Gram forma
dos grandes grupos bacterianos: los Gram positivos y los Gram negativos
(Romero, 2007). Al afadirse a la muestra violeta de genciana (colorante
primario) este penetra todas las bacterias presentes en la preparacion, y al
agregarse el lugol, el yodo entra a las células y forma un complejo insoluble
con el violeta de genciana, las bacterias cuya pared celular es mas densa y
constituida principalmente por peptidoglicano, se deshidratan y cierran los
poros de la pared impidiendo la salida del complejo violeta de genciana-yodo,
por lo tanto estas bacterias permanecen de color purpura (Gram positivas),

mientras que las bacterias Gram negativas debido a su alto contenido de
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lipidos, al decolorarlas quedaran poros en la pared permitiendo la salida del
complejo, y al adicionarse la safranina (colorante secundario) estas toman
dicho colorante por lo que se observan de color rosado (Ramirez y cols.,

2006).
Bacterias Gram positivas

Las bacterias de tipo grampositivas poseen una pared celular gruesa
la cual consta de varias capas que estan formadas principalmente por
peptidoglucanos (150 a 500 Amstrong) que rodea la membrana citoplasmica,
el péptidoglucano es un elemento clave para la estructura, la replicacion y la
supervivencia de las células en las condiciones hostiles en las que
normalmente proliferan las bacterias. La célula grampositiva puede poseer
también otros componentes, como los acidos teicoicos y lipoteicoicos, y
polisacaridos complejos (Murray, Rosenthal y Faller, 2009). Entre las cepas
de bacterias grampositivas que se utilizaron en esta investigacién estan

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.

Staphylococcus aureus: este es un agente patogénico que actla
CcOmo un microorganismo saprofito, se encuentra en la piel del individuo sano
pero en ocasiones en que las defensas de la piel caen puede causar
enfermedad. El principal grupo de riesgo son pacientes hospitalizados o
inmunocomprometidos. Causan infeccion de piel y partes blandas,
neumonia, sepsis con 0 sSin metastasis (osteitis, artritis, endocarditis,

abscesos localizados), orzuelos. Enfermedades por toxinas (sindrome de la
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piel escaldada, sindrome del shock toxico y gastroenteritis) (Murray,

Rosenthal y Faller, 2009).

Enterococcus faecalis: las bacterias E. faecalis se caracterizan
principalmente por ser cocos grampositivos, anaerobios facultativos, estos
pueden crecer en condiciones de temperatura, pH y osmolaridad extremas.
Este es un tipo de bacteria de gran importancia en algunas patologias del
ser humano, cabe considerar que del 100% de aislamientos de enterococos,
el 85-95% se aisla E. faecalis. Es causante de infecciones en pacientes
hospitalizados y de sepsias postoperatoria, estas bacterias son saprofitos
habituales del tracto gastrointestinal y ocasionalmente forman parte de la

flora vaginal y de la uretra masculina (Sitges y cols., 2006).
Bacterias Gram negativas.

Las bacterias gramnegativas presentan paredes celulares mas
complejas (tanto desde el punto de vista estructural como quimico)
comparadas con las células grampositivas. Una pared celular gramnegativa
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. Ademas, la pared celular gramnegativa 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 gramnegativas. La zona comprendida entre la superficie externa de

la membrana citoplasmica y la superficie interna de la membrana externa se
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conoce como espacio periplasmico (Murray, Rosenthal y Faller, 2009). Entre
las cepas de bacterias gram negativas que se utilizaron en el presente
trabajo estdn Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella

pneumoniae.

Escherichia coli: estas bacterias son bacilos gramnegativos, no
esporulados, aerobios y anaerobios facultativos. Pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y se caracterizan principalmente por su capacidad de
fermentar la lactosa con produccién de acido y gas. Se desarrollan
facilmente, crecen en presencia de sales biliares y tienen la facultad para
producir indol en agua de peptona. Se encuentra en el intestino del hombre y
de los animales, pero en otros ambientes también como suelo y plantas

(Pascual y Calderon, 2000).

Pseudomonas aeruginosa: este tipo de bacterias pertenecen a la
familia Pseudomonadaceae, son bacilos rectos o ligeramente curvos, son
moviles por medio de unos flagelos polares, utilizan glucosa en forma
oxidativa y produce un pigmento difusible. Cuando crece en placas aparece
como grandes colonias grises con una periferia en expansion, muestra -
hemolisis y muestran un brillo metélico. Es el pseudomonadal que se aisla
con mas frecuencia en muestras clinicas, también provoca infecciones oticas,
cutaneas, opticas, urinarias y en las vias respiratorias altas, estas dos ultimas
son graves incluso potencialmente mortales en pacientes inmunodeprimidos.

Por otro lado P. aeruginosa puede portar plasmidos de multirresistencia y
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esta caracteristica ha conducido a la aparicion de algunas cepas resistentes
a todos los antibidticos eficaces (Koneman, Procop, Scheckenberger y

Woods, 2008).

Klebsiella pneumoniae: pertenece a la familia Enterobacteriaceae,
poseen una capsula prominente que confiere el aspecto mucoide a las
colonias aisladas y la mayor virulencia de los organismos in vivo (Murray,
Rosenthal y Faller, 2009). Bastoncillos medianos se presentan solos o0 en
pares, moviles, encapsulados, mesofilicos. Este tipo de bacterias se
encuentran en los contenidos intestinales de los seres humanos, en el suelo

y el agua (Ray y Bhunia, 2010).

Actividad Antibacteriana

Los microorganismos son seres Vvivos que solo se pueden observar
con microscopio Optico o electronicos, estan constituidos por una o varias
células y son capaces de realizar sus procesos vitales de crecimiento,
generacion de energia y reproduccion independientemente de otras células,

sean de la misma clase o de otra diferente (Garcia, 2002).

El organismo humano esta habitado por miles de especies bacterianas
distintas; mientras algunas mantienen una relacion parasitaria temporal, otras
habitan en el ser humano de manera permanente. También se encuentran
bacterias en el ambiente, como el aire que se respira, el agua que se bebe y

los alimentos que se comen; aunque muchas de ellas son relativamente
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avirulentas, otras son capaces de provocar enfermedades potencialmente
mortales. La enfermedad puede deberse a los efectos toxicos de los
productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasion de regiones corporales

gue acostumbran a ser estériles (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Las bacterias, son un tipo de microorganismo que poseen una
estructura relativamente simple, por ello sobreviven y crecen incluso en
ambientes hostiles. Aunque la pared celular que rodea a las bacterias es
compleja, y existen dos formas basicas: una pared celular grampositiva con
una gruesa capa de peptidoglucano, y una pared celular gramnegativa con
una delgada capa de peptidoglucano, asi como una membrana externa.
Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan su ausencia
sobreviviendo tan sélo en el interior de células del organismo anfitrion o en

un ambiente hiperténico (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Debido a que sobreviven facilmente aun en ambientes hostiles, es que
se hace necesario buscar agentes que combatan su facil multiplicacion, de
ahi los antibacterianos. Estos dafian a los patégenos perturbando la sintesis
de la pared celular bacteriana, inhibiendo la sintesis de proteinas o de &cidos
nucleicos, alterando la estructura y la funcion de la membrana, o bloqueando
vias metabdlicas por la inhibicion de enzimas claves (Prescott, Harley y Klein,

1999).
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Clasificacion de agentes antibacterianos.

El descubrimiento de la penicilina en 1929 y su posterior introduccion
en clinica supuso una verdadera revolucion en el tratamiento de la patologia
infecciosa. Desde entonces, se han incorporado a la practica clinica decenas
de familias de antimicrobianos, con actividad frente a bacterias, hongos,

parasitos y virus (Calvo y Martinez, 2009).

El uso de los agentes antimicrobianos en la terapéutica de las
enfermedades infecciosas, ha constituido un acontecimiento sin precedentes,
porque la curacidbn y control de las infecciones permiti6 maodificar
favorablemente el panorama de la morbilidad y mortalidad del adulto, en el
que estas afecciones ocupan el primer lugar entre las causas de muerte

(Calvo y Martinez, 2009).

El desarrollo de la antibioticoterapia en la actualidad, permite un eficaz
tratamiento de infecciones bacterianas agudas y algunas enfermedades
cronicas, pues los nuevos antibiéticos resultan alentadores para el control de
enfermedades virales e infecciones parasitarias y micéticas. Los antibiéticos
son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) o sintetizados por
meétodos de laboratorio, suprimen el crecimiento de otros microorganismos y

pueden eventualmente destruirlos (Cordiés, Machado y Hamilton, 1998).
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Atendiendo a su efecto antibacteriano, los antimicrobianos se han
clasificado tradicionalmente en bactericidas (ejercen una accion letal para la
bacteria) o bacteriostaticos (s6lo inhiben transitoriamente el crecimiento
bacteriano). Cada grupo de antibioticos actua preferentemente de una forma
u otra, aunque un mismo antibidtico puede comportarse como bactericida o
bacteriostatico, dependiendo de la concentracion que alcance en la diana, o
de su afinidad por la diana de un determinado microorganismo. En general,
son bactericidas los que actuan inhibiendo la sintesis de la pared, alterando
la membrana citoplasmica o interfiriendo con algunos aspectos del
metabolismo del ADN, y bacteriostaticos los que inhiben la sintesis proteica,

excepto los aminoglucdsidos (Calvo y Martinez, 2009).

Inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana: La pared celular
protege la integridad anatomofisiolégica de la bacteria y soporta su gran
presion osmética interna. La ausencia de esta estructura condicionaria la
destruccion del microorganismo, inducida por el elevado gradiente de
osmolaridad que suele existir entre el medio y el citoplasma bacteriano

(Calvo y Martinez., 2009).

La sintesis de la pared celular se desarrolla en 3 etapas, sobre cada
una de las cuales pueden actuar diferentes compuestos: la etapa
citoplasmica, donde se sintetizan los precursores del peptidoglucano; el
transporte a través de la membrana, y la organizacion final de la estructura
del peptidoglucano, que se desarrolla en la parte mas externa de la pared.
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Este grupo de inhibidores son: B-Lactamicos, Penicilinas, combinacion de 8-
Lactdmico/ inhibidor de p-Lactamasas, Cefalosporinas, Carbapenemos,

Monobactamicos y Glucopéptidos (Calvo y Martinez., 2009).

Inhibidores de la funcion de la membrana citoplasmatica: La
membrana citoplasmética es vital para todas las células, ya que interviene
activamente en los procesos de difusion y transporte activo y de esta forma
controla la composicién del medio interno celular. Las sustancias que alteran
esta estructura modifican la permeabilidad y provocan la salida de iones
potasio, elementos esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros
gue a altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal. Los
antibidticos que actlan en esta estructura son los polipéptidos (Calvo y

Martinez, 2009).

Inhibidores de la sintesis de proteinas: La sintesis proteica es uno
de los procesos mas frecuentemente afectados por la accion de los
antibacterianos y su inhibicién selectiva es posible gracias a las diferencias
estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. Los ribosomas
bacterianos estan formados por dos subunidades (30S y 50S), que contienen
ARN ribosémico (ARNr 16S en la subunidad 30S, y ARNr 5S y ARNr 23S en
la subunidad 50S) y diversas proteinas llamadas S (small o pequefia, en la
subunidad 30S) o L (large o grande, en la subunidad 50S). En esta estructura

diferentes componentes pueden ser lugares de union para los
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antibacterianos. A este grupo pertenecen: aminoglucésidos, macrélidos y

tetraciclinas (Calvo y Martinez, 2009).

Inhibidores de la sintesis de &cidos nucleicos: ElI genoma
bacteriano contiene informacién para la sintesis de proteinas que se
transmite a través del ARN mensajero producido a partir del molde de ADN
(transcripcion), y para la sintesis de ARN ribosémico que formara parte de los
ribosomas bacterianos. La informacion del ADN debe duplicarse (replicacion)
cuando la bacteria se divide, para transmitir esta informacion a la
descendencia. La replicacion y la transcripcion del ADN se realizan en varias
fases con la participacion de diferentes enzimas y sustratos, ademas del
ADN molde, que constituyen dianas para la accion de diversos antibioticos.
Dentro de este grupo incluimos las rifamicinas y las quinolonas que actian
en enzimas que participan en los procesos de transcripcidon y replicacion, y
los nitroimidazoles y nitrofuranos que actlan directamente sobre el ADN,

dafandolo (Calvo y Martinez, 2009).

No se puede obviar que existen bacterias que pueden llegar a ser
resistentes a los antibiéticos debido a mutaciones. Estos genes involucrados
en la resistencia se localizan en el cromosoma y en elementos genéticos

moviles como plasmidos y transposones (Asensio, 2000).
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Resistencia bacteriana.

La resistencia que ejercen las bacterias a los antibiéticos, antisépticos
y desinfectantes, es un problema de salud publica que se creia superado.
Desde el descubrimiento de los primeros antibidticos, los microorganismos
han sido capaces de evadir su accion. Durante los ultimos veinte afios el uso
indiscriminado de estos productos ha hecho que las bacterias dotadas de
multiples mecanismos (bioguimicos, genéticos-moleculares y celulares)
desarrollen estrategias inherentes y adquiridas, que les permiten evadir con
efectividad la accion de estos compuestos. Otros factores que contribuyen al
desarrollo de la resistencia son: medidas ineficientes para el control de
infecciones en los centros hospitalarios, la falta de campafas educativas en
el uso y manejo de los medicamentos, severidad de las enfermedades y el
manejo de pacientes, colonizacibn previa por microorganismos con
resistencias multiples, procedimientos invasivos como cateterizacién y
dialisis, entre otros. En la actualidad se ha obtenido un avance considerable
en la comprension de la respuesta de las bacterias a los bactericidas. La
resistencia puede ser una propiedad natural de un organismo (intrinseca) o
conseguida por mutacion o adquisicion de pladsmidos o transposones

(Cabrera, Gomez y Zufiiga, 2007).
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Mecanismos de resistencia natural.

Las bacterias pueden presentar resistencia a antibidticos como resultado

de mutaciones cromosomales o por intercambio de material genético

mediante el transporte de genes de resistencia a través de varios

mecanismos como (Cabrera, Gomez y Zufiga, 2007):

Transduccién: transferencia de cualquier parte de un genoma
bacteriano, cuando un fago atemperado (genoma del virus que se
encuentra inserto en el ADN bacteriano) durante su fase de ensamblaje,
encapsula este material. Si el fragmento de ADN que queda envuelto es
totalmente bacteriano se denomina transduccion generalizada y si solo se
encapsula parte del genoma bacteriano pero se conserva el genoma viral
se habla de transduccion especializada (Cabrera, Gomez y Zufiga,
2007).

Conjugacion: transferencia de material genético contenido en plasmidos
de una bacteria a otra a través de una hebra sexual; estos plasmidos
usualmente contienen genes que le confieren resistencia a drogas,
antisépticos y desinfectantes (Cabrera, Gomez y Zufiiga, 2007).
Transformacién: transferencia de genes desde un ADN desnudo de una
bacteria previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su
genoma (Cabrera, Gomez y Zuiiga, 2007).

Transposicion: movimiento de una seccion de ADN (transposon) que

puede contener genes para la resistencia a diferentes antibiéticos y otros
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genes casete unidos en equipo para expresion de un promotor en

particular (Cabrera, Gémez y Zufiga, 2007).

Mecanismos de resistencia adquirida.

Existen cuatro mecanismos de resistencia adquirida. Las bacterias

pueden utilizar mas de un mecanismo (Cabrera, Gmez y Zaiiga, 2007):

e Modificacion enziméatica o destruccion del antibidtico: es el
mecanismo de resistencia que utilizan algunas bacterias contra
medicamentos betalactdmicos. El ejemplo méas representativo son las
betalactamasas, enzimas que inactivan el antibiético al hidrolizar el anillo
betalactamico de la molécula. Otra clase importante de antibiticos que
son destruidos por enzimas, son los aminoglicésidos. Se sabe que hay
tres tipos de modificaciones catalizadas por O-fosfotransferasas (OPH),
O-adeniltransferasas (ANT) y N-acetiltransferasas (ACT) que inactivan
estos medicamentos (Cabrera, Gomez y Zufiga, 2007).

e Impermeabilidad al antibiético: existen diferencias en la composicién
de la envoltura celular de las bacterias y en especial en la cantidad del
peptidoglicano junto con grandes proteinas de membrana externa
llamadas porinas. Estas porinas varian en numero y tamafio y funcionan
como canales acuosos que generan una ruta hidrofilica a través de la
estructura de la membrana hacia el espacio periplasmico. La resistencia

se relaciona con la poca cantidad de moléculas de porina, las
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mutaciones que resultan por la alteracion de la forma y el numero de las
ya existentes, influyen en la permeabilidad a los antibiéticos, por lo cual
se presentan diversos tipos de resistencia a través de la membrana
(Cabrera, Gbmez y Zuhiga, 2007).

e Alteracion o producciéon de nuevos sitios blanco: los cambios en el
sitio blanco del antibiético son uno de los mecanismos mas importantes
de resistencia a los antibidticos, pues evitan el efecto
bactericida/bacteriostatico que estimula la resistencia. Por ejemplo, el
mecanismo mas comun de resistencia implica la modificacion del sitio
blanco en el ribosoma, efectos debidos a la mutacién que afectan los
sitios blanco (ADNgirasa y topoisomerasa) del medicamento, alteracion
de las proteinas que unen penicilina y evita asi la accion del antibidtico.
Muchas clases de antibidticos, por ejemplo, betalactamicos,
glicopéptidos y quinolonas, pueden disminuir su eficacia debido a
cambios o produccion de nuevos sitios blanco (Cabrera, Gémez y
Zuaiiga, 2007).

e Presencia de bombas de eflujo que expulsan el antibiético: El
mecanismo de eflujo para multiples agentes antimicrobianos contribuye
a la resistencia intrinseca y adquirida contra tales agentes. El analisis
del genoma de bacterias grampositivas y gramnegativas ha confirmado
la amplia distribucion de estos sistemas. Este modo de resistencia

puede llegar a disminuir o inclusive suprimir la susceptibilidad a un
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amplio rango de antimicrobianos. El disefio de eflujo (bomba) es
mediado por proteinas de transporte, que confieren resistencia a los

componentes toxicos (Cabrera, Gomez y Zufiga, 2007).

Técnicas para determinar la actividad antibacteriana.

Para la valoracién y evaluacion de actividad antimicrobiana de una
sustancia de origen vegetal se utilizan diversos métodos, los cuales se rigen
por diversos factores: técnicas de ensayo, el medio de cultivo y el material
biolégico o vegetal (aceite esencial). La apropiada seleccién y uso de un
agente antibacteriano estan basados en las caracteristicas del organismo
etiolégico y en el patrén de susceptibilidad, el huésped y el farmaco. Los
antibiogramas son reportes de test de susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos y estan indicados para cultivos bacterianos clinicamente
relevantes (por ejemplo: fluidos normalmente estériles o sitios clinicamente

infectados) cuando la susceptibilidad no puede ser predicha (Wayne, 1997).

La determinacion de la concentracibn minima inhibidora (CMI) es la
medida de la sensibilidad de una bacteria a un antibiotico. Es la minima
cantidad de antibacteriano que es capaz de impedir el crecimiento de un
microorganismo en unas condiciones normalizadas. Es el método habitual
utilizado en los laboratorios de Microbiologia Clinica. Para llevarlo a cabo es
necesario utilizar cepas control (de referencia) con el fin de que los

resultados sean reproducibles y comparables. Este meétodo nos ofrece
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informacion sobre la sensibilidad de las bacterias S (sensible), | (intermedia)

y R (resistente) (Wayne, 1997).

. Método de tiras de épsilon: Es un método alternativo para el
estudio cuantitativo de la sensibilidad antimicrobiana, sencillo y se
correlaciona bien con el método de dilucion de caldo. Consiste en una tira de
plastico no poroso que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano,
se inocula la placa de agar con el microorganismo, se coloca la tira de Etest
sobre su superficie produciéndose la difusion del antibiotico desde el soporte
hasta el agar. Tras la incubacion se puede observar una zona de inhibicién
elipsoidal y simétrica (Wayne, 1997).

o Dilucion en caldo: El crecimiento se realiza en un medio
liquido, en el que se ha realizado una dilucién conocida del antimicrobiano.
En funcion del volumen de medio utilizado tenemos dos tipos. Macrodilucién
que es el volumen superior o igual a 1mL y microdilucion suelen emplear

volimenes de 0,1mL (Wayne, 1997).

. Método de difusion en agar (Kirby-Bauer): Método muy
utilizado para el estudio de la sensibilidad de las bacterias, se basa
principalmente en la inhibicion del crecimiento de la bacteria alrededor de un
disco con antibacteriano que difunde en un medio sélido. La bacteria es
sembrada en una superficie con un medio de cultivo, sobre el que se
depositan unos discos de papel cargados con cierto antibiotico que difunde

instantaneamente por el agar, formandose un gradiente de concentracion del
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mismo alrededor del agar. Cuando el microorganismo crece se forman unos
halos de inhibicion, que luego son comparados con valores de referencia y
se evalla la sensibilidad (Wayne, 1997).

. Método de difusion de agar (Kirby — Bauer) en pozo

modificado.

El método de difusidén en agar, esta apoyado por datos clinicos y de
laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son altamente

reproducibles (Barry, Amsterdam, Coyle, Gerlach y Thornsberry, 1979).

La técnica esta basada en el método originalmente descrito por Bauer
y cols., (método de Kirby-Bauer). Este método de difusion en pozo fue
estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos
de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos. El fundamento de esta
determinacién es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de un conjunto
de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que
se aislan de procesos infecciosos (National Committee for Clinical

Laboratory, 1997; Picazo, 2000).

El método se basa en la relacion entre la concentracion de la
sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicién
de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo
adecuado mezclado con el inoculo de la bacteria correspondiente y sobre el
cual una vez solidificado se realizan los pozos de forma equidistante con la

inversa de una pipeta Pasteur estéril. A continuacion se procede a su
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incubacion a temperatura adecuada por 24 horas (Bata, Debiao y Saikia,
2006). Luego se mide el halo de inhibicion y se comparan los efectos de las
distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el antibidtico de
control. La lectura de los resultados representa la actividad in vitro de la

sustancia.
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Definicion Operacional de Términos

Producto natural

Es toda sustancia de origen organico o inorganico denominada
también metabolito secundario, que se encuentra en la naturaleza y es
sintetizado por seres vivos, generalmente plantas, con una estructura
molecular y una accion bioldgica determinadas. Su formacién comienza en la
fotosintesis, luego de la cual los fragmentos pequefios se recombinan para
generar las grandes moléculas. Estos pueden ser aislados y procesados por
el hombre con el fin de realizar medicamentos preparados a partir de drogas
crudas mejoradas, exentas de sustancias de origen sintético, libres de
aditivos quimicos organicos o inorganicos (Marcano y Hasegawa, 1991;

Albornoz, 1997).

Principio activo

Son los componentes principales de las plantas medicinales o los
llamados principios activos. Los principios activos son muy importantes, su
descubrimiento se bas6 en investigaciones sobre el uso que las culturas
tradicionales de diferentes comunidades hacian desde tiempos remotos de
ciertas plantas (Martinez, 2006). Los principios activos de los vegetales
utilizados en la medicina aparecen en toda la planta, ya sea en las flores,
semillas, hojas, tallos o frutos. Estos principios pueden variar a lo largo en

una misma especie y en una misma planta de acuerdo a muchos factores
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como por ejemplo la época del afio, caracteristicas del suelo, su altura,

localizacion geografica (Chiriboga, 2005).

Fitoquimica

Por definicion, la fitoquimica es el estudio de los componentes
quimicos de las plantas. La separacion de los componentes es una etapa
importante en un andlisis fitoquimico. Los métodos mas empleados son los
fisicos y dentro de ellos, los de mayor aplicacion son los métodos
cromatograficos: cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia en

columna (CC) (Rios y cols., 2013)

Medicamento.

Los medicamentos son productos utilizados para auxiliar en la cura,
prevencion y diagnéstico de enfermedades. Estos productos tienen como
base una o mas sustancias, el denominado principio activo (farmaco). No se
debe pensar que medicamentos y drogas son la misma cosa. El término
droga designa a cualquier sustancia de origen animal, vegetal o mineral de
donde es extraido el principio activo (farmaco). El término farmaco, por su
parte, se refiere de forma especifica al principio activo aislado que es la
sustancia que ejerce la accion en el organismo y sera la base del

medicamento (Mendoza y Garcia, 2009).
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Una variable es toda caracteristica susceptible de cambiar o adoptar,

en forma cualitativa o cuantitativa, distintos valores, calidad, cantidad o

dimensién. En una investigacion las variables constituyen las diferentes

caracteristicas que presenta la poblacion estudiada. Segun Arias (2006)

operacionalizar una variable es establecer el significado de la misma, con

base en la teoria. En tal sentido, las variables de esta investigacion fueron

las siguientes: Variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del aceite

de hojas y flores de la especie Baccharis nitida (tabla 5). Variable

independiente (VI): Componentes quimicos volatiles presentes en los aceites

obtenidos de los tallos hojas y flores de la especie Baccharis nitida (tabla 6).

Tabla 5.
Operacionalizacion de la variable dependiente.
Variable Definicion Dimension . . .
. . Dimensiones Indicadores
Dependiente conceptual operacional
El fundamento
de esta Bacterias
determinacién grampositivas:
es establecer_, La actividad Staphylococcus
. en forma cuali- . . aureus,
Actividad o antibacteriana ,
. ) cuantitativa, el . Enterococcus Presencia
antibacteriana se puede medir ) .
) efecto de un faecalis 0 ausencia
del aceite de . usando el
. conjunto de . de halos
hojas y flores método de :
i componentes e Bacterias de
de la especie . difusion en N
Baccharis guimicos agar Kirby- gramnegativas: | inhibicion
o sobre las 9 Y Escherichia coli, (mm)
nitida Bauer en pozo :
cepas o Klebsiella
. modificado. .
bacterianas pneumoniae,
grampositivas y Pseudomonas
gramnegativas. aeruginosa

(Picazo, 2000).

Fuente. Muioz y Buitrago, 2020
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Tabla 6.
Operacionalizacién de la variable independiente.
Variable Definicion Dimension , . .
: : . Dimensiones Indicadores
independiente | conceptual operacional
Los aceites
esenciales son
mezclas
complejas y
variables de _
constituyentes Terpenoides: Pico de
que Monoterpenos | Tiempo de
pertenecen Sesquiterpenos. | retenciony
Componentes casi abundancia
por exclusivamente obtenida de
volatiles los
resentes en | & tres grupos Compuestos _
P : caracterizados | Cromatografia | aromaticos (alil, | diferentes
los aceites . . ¢
: por origenes de gases propenil fenoles | cOMpuestos
obtenidos de : S . ¢
: biogenéticos; acoplada a y aldehidos). presentes
las hojas, i en el aceite
tallos y flores el grupo de los | espectrometria _
de 1a especie terpenoides, el de masas. 'ese_nC|aI.
pe grupo de los Indice de
Baccharis Kovats
nitida compuestos
aromaticos (tabulado y
derivados de calculado)

fenilpropano y
el grupo de los
compuestos de
origen diverso
(Bruneton,
2001).

Fuente: Mufioz y Buitrago, 2020.
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Hipotesis

Estudios previos reportan que los aceites esenciales de varias especies
del género Baccharis contienen compuestos quimicos volatiles que tienen
efectos antibacterianos, en tal sentido, es de esperar, que los aceites
esenciales de la especie Baccharis nitida contenga compuestos relacionados
y posean actividad antibacteriana contra cepas grampositivas
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) y gramnegativas (Klebsiella

pneumoniae, Escherechia coli y Pseudomonas aeruginosa).

65



Estudio de la Composicion Quimicay Actividad Antibacteriana del Aceite Esencial de Baccharis nitida (Asteraceae)

CAPITULO 1l

MARCO METODOLOGICO

A continuacibn se describe detalladamente los aspectos
metodoldgicos que se emplearon en el desarrollo de esta investigacion,
en la cual se estudio la composicion quimica y actividad antibacteriana del

aceite esencial de Baccharis nitida.

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion se define con base en del objetivo general,
mientras que los disefios de investigacion se definen con base en el
procedimiento. Los tipos de investigacién son: exploratoria, descriptiva,
analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
confirmatoria y evaluativa (Hurtado, 2000). Para dar respuesta a los
objetivos planteados en la presente investigacion, se trabajo mediante: la
investigacién confirmatoria y descriptiva.

Es confirmatoria, ya que este tipo de investigacion tiene como
propésito verificar hipotesis referidas a relaciones entre eventos o
variables, derivadas de explicaciones o teorias. Son caracteristicas

fundamentales de esta investigacion utilizar el método experimental
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llamado “método cientifico” y supone que el conocimiento cientifico es
verificable  (Hurtado, 2000). Este trabajo respondié a este tipo de
investigacion ya que permitid verificar las hipotesis planteadas en el
mismo y poder relacionar la variable dependiente e independiente.
Ademas fue de tipo descriptiva. La investigacion descriptiva tiene
como objetivo central lograr la descripcion o caracterizacion del evento de
estudio dentro de un contexto particular, estos estudios buscan
especificar las propiedades importantes de persona, grupos,
comunidades, objetos o cualquier otro evento sometido a investigacion, es
decir, mide diversos aspectos o dimensiones del evento investigado
(Hurtado, 2000). En este caso especifico se buscd describir el efecto
antibacteriano de la especie Baccharis nitida ante una variedad de
microorganismos Gram positivos (S. aureus y E. faecalis) y Gram
negativos (K. pneumoniae, E. coli y P. aeruginosa) y también se describid
la composicidon quimica del aceite de Baccharis nitida, para ello se

identificaron y midieron la mayoria de sus componentes.

Disefio de la Investigacion

El disefio de la investigacion se define como “la estrategia que
adopta el investigador para responder al problema planteado” (Arias,
2006). La presente investigacion se baso en un estudio experimental en
el que se pretendio describir la actividad antibacteriana representada en
los halos de inhibicién a partir del aceite obtenido de la especie Baccharis

nitida frente a microorganismos patdgenos, asi como también caracterizar
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la composicidon quimica de la misma. Significa entonces que, la especie
vegetal se sometié a determinadas condiciones, estimulos o tratamiento,
para observar los efectos o reacciones.

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales del
Instituto de Investigaciones y el Laboratorio de Actinomicetos de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. El
disefio planteado (ver figura 5) para llevar a cabo la investigacion se

representa segun las siguientes fases:

» Fase | (De investigacion): esta etapa estuvo comprendida por la

recopilacion de todo el material bibliografico (libros, tesis, articulos,
publicaciones, informacion electronica, entre otros) que se
relacionaran con el tema a estudiar, la finalidad fue establecer un
marco documental, relacionado con la disposicion y acondicionamiento
teorico del tema sujeto a investigacion.

» Fase |l (la muestra): la constituy6é una etapa de campo, en la cual se

hizo el reconocimiento preliminar del area de recoleccion de la
muestra, se observo las caracteristicas de las mismas y principalmente
en esta etapa se hizo la recoleccion de la muestra. Especificamente se
recolect6 260 g en flores, 680 g en hojas y 731 g de tallos de la
especie.

» Fase lll (experimental): representd la etapa o fase de laboratorio en

la cual se preparé el material vegetal, se llevo a cabo la extraccion del

aceite esencial de las hojas, flores y tallos de la especie B. nitida y la
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determinacion de la composicion quimica mediante la cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas y finalmente se evalué
la actividad antibacteriana del aceite obtenido en flores y hojas.

» Fase 1V _(sistematizacion): esta fase constituyé la ordenacion y

sistematizacién de los resultados obtenidos en la fase experimental,
tanto de la composicién quimica como de la actividad antibacteriana
de los aceites obtenidos.

» Fase V (el analisis): esta fase la comprendié el analisis de los

resultados obtenidos, para ello se cotejo los datos obtenidos en la fase
Il con la informacion recabada en la fase | para asi dar una

caracterizacion completa de lo que se encontré en la investigacion.

Figura 5. Disefio de investigacion seguido en el trabajo
desarrollado.

Ver figura siguiente, figura 5.
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Poblacién y Muestra

En este trabajo, la poblacién estuvo representada por la especie
vegetal Baccharis nitida (Asteraceae). Considerando que la poblacién
viene representada por el conjunto de elementos que presentaron
caracteristicas comunes que fueron objeto de estudio e hizo validas las

conclusiones a las que se llegaron (Arias, 2006).

Seleccion del Tamano de la Muestra

La muestra que fue sometida a analisis la constituyeron las flores
(260 g), hojas (680 g) y tallos (731 g) frescos de la especie vegetal
Baccharis nitida (Asteraceae), de la cual se extrajo el aceite esencial,
estas fueron recolectadas en el Municipio Miranda, Sector Pico el Aguila,
estado Mérida. Se recolectaron en total 1,671 g de la especie vegetal. La
determinacion botanica fue desarrollada por el Ing. Juan Carmona,
adscrito al Departamento de Farmacognosia y Medicamentos Organicos

de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Sistema de Variables

Las variables planteadas en este trabajo quedaron establecidas de

la siguiente manera:

70



Estudio de la Composicion Quimicay Actividad Antibacteriana del Aceite Esencial de Baccharis nitida (Asteraceae)

Variable Independiente (VI).

Componentes quimicos presentes en los aceites esenciales

obtenidos de los tallos, hojas y flores de la especie Baccharis nitida.

Variable Dependiente (VD).

Actividad antibacteriana del aceite esencial de hojas y flores de la

especie Baccharis nitida.

Instrumento de Recoleccion de Datos
Los instrumentos que se utilizaron para la recoleccion de datos
fueron fotografias y tablas donde se registraron los resultados de la
composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de la

especie Baccharis nitida.

En principio los datos se recolectaron a partir de la literatura usada
en este estudio, es decir, tomando en cuenta las caracteristicas de la
planta en cuanto a su disponibilidad y tratamiento. Seguido del estudio
retrospectivo de la especie, para de esta manera alcanzar los objetivos

deseados.

Procedimientos de la Investigacion
En vista de que la investigacion se llevd a cabo en 5 fases (de
investigacién, muestra, experimental, sistematizacion y analisis) se sefiala

entonces las técnicas e instrumentos usados en cada una de las fases.
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Fase | (De investigacion): la informacion se recolecté a través de

instrumentos como computadoras, teléfonos moviles, internet. Se uso

como técnica principal el resumen y analisis de contenido.

Fase Il (la muestra): En la recoleccion del material vegetal (Baccharis

nitida) se uso la técnica de podamiento, la misma se llevé a cabo en el
Municipio Miranda, Sector Pico el Aguila, estado Mérida, se observo el
estado de la materia prima, se limpid y verificO que ésta cumpliera con
las caracteristicas exigidas; se clasifico el producto teniendo en cuenta
defectos, como unidades que llegaron deformes o que no tuvieran el
estado de madurez 6ptimo.

Una muestra se deposito en el Herbario MERF “Dr. Luis Ruiz
Terdn” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los
Andes (ULA) Mérida, Venezuela.

> Fase lll (experimental):

La fase experimental estuvo comprendida en varios pasos:

Paso 1: Preparacion del material vegetal.

Luego de la recoleccién del material botanico, se seleccionaron sus
partes aéreas (flores, hojas y tallos por separado) y se trocearon en
pequefias porciones. Posteriormente se peso el material a utilizar, en este
caso, las flores pesaron 260 g las hojas 680 g y el tallo 731 g para poder

obtener el aceite esencial y su posterior analisis.
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Paso 2: Obtencion del aceite esencial de la especie Baccharis nitida.

Segun Akrout, Chemli, Chreif y Hammami (2001) en el proceso de
extraccion del aceite esencial en una especie vegetal es necesario romper
las células que contienen los aceites aromaticos y asi lograr un mayor
rendimiento en la obtencion de tales aceites. Es por ello, que para lograr
el objetivo de extraccidn, las flores, hojas y tallos de Baccharis nitida se
licuaron y luego se hizo la extraccibn mediante la hidrodestilacion,
empleando una trampa de Clevenger. Para ello, las plantas muestreadas
se someten individualmente a destilacion con agua o hidrodestilacién con
un sistema tipo Clevenger (European Pharmacopeia, 1990). El sistema
consta de manta calefactora, matraz esférico de 20 L de capacidad, tapa
para matraz, tubo colector de esencias con escala de 2 ml, y refrigerante.

El material vegetal recolectado, tras ser desecado y pesado, se
deposita en el interior del matraz de destilacion, afiadiendo agua. Se sitla
el matraz en la manta calefactora y se cubre con la tapa, sellandose la
union entre ambos utilizando silicona y una abrazadera metélica para
evitar pérdidas de sustancias volatiles. El tubo colector se acopla al cuello
de la tapa, y finalmente, en la parte superior del colector de esencias se
coloca el refrigerante, a través del cual circula agua fria. Cuando la manta
calefactora calienta el agua del matraz y ésta entra en ebullicion, el vapor
de agua arrastra el aceite esencial de la muestra, de naturaleza volatil, y
ambos condensan en el refrigerante. La diferencia de densidad entre las
dos fases (agua y aceite esencial) permite la separacion de ambas

sustancias. La fase acuosa se va reciclando al matraz de destilacion, con
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lo que se reduce la posibilidad de que pequefias cantidades de
componentes del aceite puedan quedar retenidas en el agua. Este
proceso se prolonga durante 3 horas, para asegurar la extraccion de
todos los constituyentes volatiles de la planta.

Transcurrido ese tiempo, el aceite esencial se recupera
directamente del tubo colector, y su volumen es medido en una probeta.
Para eliminar los restos de agua de la muestra se emplea sulfato sodico
anhidro, y finalmente, los aceites se depositan en viales &mbar de 2 6 4
ml, y se conservan a 4 °C para su posterior analisis cromatografico. Se
obtuvo 0,7 mL de aceite de las flores, 1,4 mL de aceite de las hojas y 0,3
mL de aceite de los tallos.

Luego de la extraccion del aceite esencial, se procedio a identificar
sus componentes a través del método de cromatografia de gases
acoplada a la espectroscopia de masas (CG-EM). Los componentes
volatiles presentes en cada muestra de aceite esencial fueron
identificados y cuantificados mediante cromatografia gaseosa capilar,
empleando para ello un cromatégrafo Agilent 5890 Serie Il, equipado con
un detector de ionizacion de llama (FID). La cromatografia de gases es la
técnica mas adecuada para el estudio de estos aceites, ya que presenta
una elevada sensibilidad y una gran eficacia en la separacion de los
distintos constituyentes de estas sustancias.

Se analizaron muestras de 0,1 pL de aceite esencial, y la
separacion se realiza en una columna capilar HP-5 (5% Fenil Metil

Siloxano entrecruzado) de 30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro interno
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y 0,25 um de espesor de fase estacionaria. El detector y el inyector se
mantienen a 280 y 250 °C respectivamente. Se empled helio como gas
portador, con un flujo a través de la columna de 1 mL/min, que se
mantuvo constante durante todo el analisis. Dada la elevada
concentracion a la que se encuentran los constituyentes volatiles de estos
aceites, la inyeccion se realiz6 con una relacion de division de flujo (split
ratio) de 100:1.

La identificacion rigurosa de los diferentes constituyentes del aceite
esencial detectados mediante Cromatografia de Gases (FID), se
complementé con andlisis por Espectrometria de Masas de los perfiles
volatiles de dichos aceites.

Para ello, las muestras se inyectaron en un cromatografo de gases
Agilent 6890N, acoplado a un espectrometro de masas 5973 inert como
detector. En este caso, se emplearon dos columnas distintas que
separaron los componentes en funcion de diferentes caracteristicas: una
columna HP-5 igual a la descrita anteriormente, de naturaleza ligeramente
polar, que separa los componentes en base a su punto de ebullicion, y
una columna DB-WAXETR (polietilenglicol ligado) de 30 m de longitud,
0,32 mm de didmetro interno y 1 um de espesor de fase estacionaria,
capaz de separar los constituyentes de los aceites considerando también
su polaridad.

Las condiciones cromatogréficas, en el caso de la columna HP-5,
son idénticas a las ya expuestas para el cromatografo de gases equipado

con FID. Con la columna DB-WAXETR, el volumen de muestra inyectado
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fue igualmente de 0,1 pL, usandose una relacion de division de flujo de
100:1. El gas portador es también helio, con un flujo constante de 1
mL/min en columna. Las temperaturas de inyector y detector coinciden
con las detalladas en el apartado anterior.

Los componentes individuales son identificados mediante la
comparacion de sus tiempos de retencidn y sus indices de retencion
(indices de Kovats) con los de los componentes puros empleados como
patrones de referencia, inyectados en las mismas condiciones
cromatograficas que los aceites, y por la semejanza de los espectros de
masas de los componentes a identificar con aquellos que se encuentran
recogidos en la biblioteca NIST98 (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, MD), asi como con los espectros obtenidos
para los componentes puros.

El indice de retencidon de Kovats expresa el nimero de atomos de
carbono (multiplicado por 100) de un hipotético alcano que tendria un
tiempo de retencion igual al del componente de interés cuando se
analizan bajo idénticas condiciones. Estos valores se obtienen por
interpolacién, relacionado el tiempo de retencion del constituyente a
identificar con los tiempos de retencion de dos alcanos que eluyen
inmediatamente antes y después de él. Para calcular los indices de
Kovats se han empleado hidrocarburos alifaticos de 6 a 17 atomos de
carbono, obteniéndose para cada uno de ellos su correspondiente tiempo
de retencion. El punto de ebullicion de estos hidrocarburos se incrementa

a medida que aumenta la longitud de su cadena, representandose
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graficamente los tiempos de retencion que corresponden a cada
hidrocarburo en funcion de su numero de atomos de carbono.
A continuacion se presentan los procedimientos antes descritos,

ver figura 6.

Figura 6. Procedimiento empleado en la obtencién del aceite esencial de Baccharis
nitida y su identificacion quimica

Paso 3: Determinacién de la actividad antibacteriana del aceite

esencial extraido de las flores y hojas de Baccharis nitida.

Bacterias de ensayo.

Se seleccionaron 5 especies de las cuales 2 son bacterias

grampositivas (Staphylococcus aereus ATCC 25923 y Enterococcus
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fecalis ATCC 29212), y 3 especies bacterianas son gramnegativas
(Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherechia coli ATCC 25922 vy
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853). En concordancia con Lizcano y
Vergara, (2008) tales microorganismos fueron seleccionados bajos los

siguientes criterios:

¢ Representan diferentes grupos (gram positivos y gram negativos)

e Son agentes patdgenos para humanos, por su relacion con los
diferentes cuadros clinicos que causan.

e Crean resistencia a antibidticos con facilidad.

e Son cepas certificadas por la ATCC
Preparacion de los pre-inéculos bacterianos.

Las cepas a ensayar se incubaron en agar Mueller—Hinton a 37 "C por
16 a 18 horas antes de hacer el ensayo microbiano, ya que es en ese
tiempo donde las bacterias adquieren los nutrientes necesarios para su
crecimiento, especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o de
multiplicacion en la curva de crecimiento bacteriano (Anon, 2003). Una
vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas se
preparé el in6culo bacteriano con la ayuda de una asa en aro estéril,
tomandose de ésta manera una pequefa cantidad de colonias para luego
ser suspendidas en una solucion de NaCl al 0,85% previamente estéril,
hasta alcanzar la turbidez del patron de MacFarland N-0,5 equivalentes a

10%%® UFC/mL.
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Preparacién de las placas.

A cada placa se le colocaron 20 mL del agar Miueller—Hinton
previamente preparado y esterilizado a una temperatura no superior los
40°C mezclado con 2 mL de la suspensién de esporas, posteriormente se

dej6 solidificar a temperatura ambiente.

Determinacion de la actividad antibacteriana por el método de

difusién de agar (Kirby — Bauer) en pozo modificado.

A cada placa solidificada y preparada con el medio e inoculo
bacteriano se les procedié a realizar los pozos con la inversa de una
pipeta Pasteur estéril guedando unos pozos de (6 mm), a cada pozo se le
adicionaron 20 pL de la muestra (aceite esencial puro); el control positivo
representado por el antibidtico comercial (Solucién de oxitetraciclina 5
mg/mL) con el fin de medir la sensibilidad de los microorganismos a
evaluar y el control negativo representado por el Dimetil sulféxido

(DMSO).
Pre-incubacién e incubacién.

Después de preparadas las placas, éstas se dejaron a temperatura
ambiente por 30 minutos para que las muestras difundan (preincubacién);

y finalmente se incubaron a 37 °C por 24 horas en atmoésfera aerébica.
Lectura de los halos de inhibicion.

Finalizado el tiempo de incubacion se procedio a medir con una regla

milimetrada la zona clara alrededor del pozo de cada una de las placas
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gue contienen las cepas bacterianas a estudiar, el control positivo
representado por el antibiotico comercial (oxitetraciclina 5 mg/ml) con el
fin de medir la sensibilidad de los microorganismos a evaluar y el control
negativo representado por el Dimetil sulfoxido (DMSO) el cual se utilizé
para disolver la muestra. El procedimiento seguido para determinar la

actividad antibacteriana del aceite esencial se representa en la figura 7.

Obtencidn del
aceite con los
componentes

Lectura de los
halos de
inhibicion.

Figura 7. Procedimiento empleado para determinar la
actividad antibacteriana del aceite esencial de
Baccharis nitida.

Fase IV _(sistematizacion): los datos obtenidos se procesaron en

computadora a través de Microsoft Word, se elaboraron tablas a partir de
los datos obtenidos en la composicibn quimica y la actividad

antibacteriana.
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Fase V (el analisis): para la fase del analisis se recurrio al uso de la

técnica denominada “analisis de contenido”, para ello se tomo6 en cuenta
la informacion recabada en la fase | (de investigacion) junto con la
informacion recabada en la fase Il (experimental) y fase IV
(sistematizacion), para asi con toda la informacion que se obtuvo durante
todo el proceso de investigacion poder describir y caracterizar de forma

especifica la especie que se estudio.

Disefio de Andalisis

Al culminar la fase de recoleccion de la informacion, los datos
encontrados deben ser sometidos a un proceso de elaboracion técnica,

asi se cuentan y resumen para ser analizados (Balestrini, 2006).

Balestrini 2006, explica que la informacion recabada puede ser
presentada de manera organizada a través de la representacion escrita y
la representacion grafica. La representacion escrita es aquella donde se
incorpora los datos encontrados en forma de texto a partir de una
descripcion de los mismos y la representacién grafica hace referencia a
aquellas técnicas que permiten representar los fendmenos estudiados a
través de figuras como tablas y entre otros. En este caso, se busco
describir los datos cualitativos y cuantitativos tanto de los componentes
qguimicos como de la actividad antibacteriana del aceite de Baccharis
nitida, para ello se hizo una representacion grafica que permitiera
describir y comparar los valores obtenidos con otras investigaciones y

analizarlas de forma general.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Resultados de los componentes quimicos del aceite esencial de
Baccharis nitida en hojas, flores y tallos.

En la extraccidn del aceite esencial de cada una de las partes de la
especie Baccharis nitida, se obtuvo 0,7 mL y 0,27 % de rendimiento para
el aceite de las flores; 1,4 mL 'y 0,21 % de rendimiento para el aceite de
las hojas y 0,3 mL con un rendimiento de 0,04 % para el aceite de los
tallos. La Tabla 7 presenta los componentes quimicos del aceite esencial
de la especie B. nitida (hojas), segun cromatograma A.E B. nitida hojas

(ver figura 12 en anexos).
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Tabla 7.
Componentes quimicos del aceite esencial de las hojas de B. nitida.
Tiempo de ) indice Kovats

# Pico retencién % Area Componente (tab)
1 4,976 1,49 a-tujeno 930
2 5,133 7,07 a-pineno 939
3 6,002 6,35 Sabineno 975
4 6,102 5,82 B—pineno 979
5 6,408 31,15 Mirceno 990
6 6,896 0,83 5-3-careno 1008
7 7,409 19,45 Limoneno 1031
8 7,558 1,14 | 2,2,6-trimetil-iclohexanona 1064
9 7,881 4,54 p-ocimeno 1050
10 8,204 1,16 v - terpineno 1062
11 11,845 1,74 Terpinen-4-ol 1177
12 18,308 0,92 No identificado
13 18,523 0,78 Berkeyaraduleno 1388
14 19,558 5,10 trans-Cariofileno 1418
15 21,370 2,01 Epizonareno 1459
16 23,679 6,11 Germacreno B 1559
17 25,839 1,20 a — Cubebeno 1583
18 26,807 3,15 No identificado

% monoterpenos 79,6

% sesquiterpenos 15,2

% Otros compuestos 1,14

El aceite esencial de las hojas de B. nitida, resulté contener 18
compuestos quimicos, que se corresponden al 100% de la mezcla, de los
cuales se identificaron el 95,94%. Los componentes mayoritarios
encontrados fueron: Mirceno 31,15 % (monoterpeno), Limoneno 19,45%
(monoterpeno), a-pineno 7,07% (monoterpeno), Sabineno 6,35%
(monoterpeno), Germacreno B 6,11% (sesquiterpeno), L-pineno 5,82%
(monoterpeno), trans-Cariofileno 5,10% (sesquiterpeno) y p-ocimeno
4,54% (monoterpeno) (Figura 8). Segun el tipo de componentes

encontrados se puede indicar que los mayoritarios son los monoterpenos
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con un aproximado de 79,6 % y 15,2 % de sesquiterpenos del total de la

muestra.

B. nitida (hojas)

= Mirceno

” Limoneno

" a-pineno

© Sabineno

® Germacreno B

" 3 —pineno

® Trans-Cariofileno
® 3 -ocimeno

m Otros.

™ No identificados

Figura 8. Componentes quimicos identificados del aceite de la especie B.
nitida (hojas).

La Tabla 8 presenta los componentes quimicos del aceite esencial

de B. nitida (flores):
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Tabla 8.

Componentes quimicos del aceite esencial de las flores especie B.

nitida.

Tiempo de
# Pico | retencion | % Area Componente indice de Kovéats
(tab)

1 5,150 2,29 a-Pineno 939
2 6,019 2,37 Sabineno 975
3 6,110 2,15 B-Pineno 979
4 6,425 22,38 Mirceno 990
5 6,913 0,86 v-Terpineno 1062
6 7,409 5,83 Limoneno 1031
7 7,906 3,82 Trans-Ocimeno 1050
8 11,853 0,82 Terpinen-4-ol 1170
9 17,166 1,21 No identificado 1433
10 17,803 0,88 Nerol 1229
11 18,333 2,54 No identificado
12 18,548 2,42 Berkeyaraduleno 1418
13 19,152 1,08 Calareno 1433
14 19,608 15,63 trans-Cariofileno 1419
15 20,584 1,13 a-Humuleno 1454
16 21,395 3,11 Aromadendreno 1441
17 21,585 1,85 a-Guaieno 1439
18 23,042 3,46 Valenceno 1496
19 23,754 20,30 Germacreno B 1559
20 24,440 0,79 No identificado
21 25,847 1,22 a-Copaeno 1376
22 26,807 2,86 No identificado
23 27,643 1,01 No identificado

% monoterpenos 41,4

% sesquiterpenos 50,2

% No identificados 8,41

El aceite esencial de las flores de B.nitida resultd contener 23
compuestos que corresponden al 100 % de la mezcla, de los cuales se
identificaron 91,6 % de los mismo segun cromatograma A.E B. nitida
(flores) (ver figura 13 en anexos). Los componentes mayoritarios que se
encontraron fueron: Mirceno 22,38% (monoterpeno), Germacreno B

20,30% (sesquiterpeno), trans—Cariofileno 15,67% (sesquiterpeno),
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Limoneno 5,83% (monoterpeno) y en menor proporcion trans-Ocimeno
3,82% (monoterpeno), Valenceno 3,46% (sesquiterpeno), Aromadendreno
3,11% (sesquiterpeno), los valores se muestran en la figura 9. Segun el
tipo de componentes, se puede indicar que los mayoritarios son los

sesquiterpenos con 50,2 % y monoterpenos 41,4 % de la muestra.

B. nitida (flores)

= Mirceno
= Germacreno B
I Trans-Cariofileno

~ Limoneno

® Trans-Ocimeno

= Valenceno

® Aromadendreno
® Otros

© No identificados

Figura 9. Grafico que representa la composicion quimica del aceite de la
especie B. nitida (flores).
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La Tabla 9 presenta los componentes quimicos del aceite esencial
de B. nitida (tallos) los resultados obtenidos segun cromatograma A.E B.

nitida tallos (ver figura 14 en anexos):

Tabla 9.
Componentes quimicos del aceite esencial de los tallos de B. nitida
# Pico | Tiempo de | % Area Componente indice Kovats
retencion (tab)
1 5,150 3,40 a-Pineno 939
2 6,019 3,00 Sabineno 975
3 6,110 4,53 B-Pineno 979
4 6,424 37,13 Mirceno 990
5 6,921 1,29 0-3-Careno 1008
6 7,417 14,44 Limoneno 1031
7 7,575 1,30 2,2,6-trimetil-ciclohexanona 1064
8 7,897 3,77 B- Ocimeno 1050
9 8,220 1,56 V-Terpineno 1062
10 11,870 4,32 Terpinen-4-ol 1170
11 17,340 0,93 (+)-2-Careno 1002
12 19,549 3,14 trans-Cariofileno 1419
13 21,370 1,32 Isolongifoleno 1390
14 23,017 0,94 Valenceno 1496
15 23,679 7,46 Germacreno B 1559
16 23,861 0,98 No identificado
17 24,432 1,72 No identificado
18 25,855 3,06 No identificado
19 26,807 4,39 No identificado
20 27,634 1,33 No identificado
% monoterpenos 74,37
% sesquiterpenos 12,86
% Otros compuestos 1,30
% No identificados 8,41

El aceite esencial de los tallos de B. nitida resulté contener 20
compuestos que se corresponde al 100 % de la mezcla, de los cuales se
identificaron el 88,53 % de los componentes, entre los mayoritarios se
encontraron: Mirceno 37,13 % (monoterpeno), Limoneno 14,44%

(monoterpeno), Germacreno B 7,46% (sesquiterpeno), B-Pineno 4,53%
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(monoterpeno) y en menor proporcion Terpinen-4-ol  4,32%
(monoterpeno), p- Ocimeno 3,77% (monoterpeno), a-Pineno 3,40%
(monoterpeno) (ver Figura 10), se puede decir que la clase mayoritaria
son los monoterpenos con 74,37 % mientras que los sesquiterpenos

representan el 12,86 % del total de la muestra.

B. nitida (tallos)

= Mirceno

= Limoneno

= Germacreno B

~ B-Pineno

® Terpinen-4-ol

” 3- Ocimeno

® a-Pineno

® otros componentes

= No encontrados

Figura 10. Grafico que representa la composicion quimica del aceite de la

especie B. nitida (tallos).
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Los componentes mayoritarios del aceite esencial de Baccharis nitida
del aceite de hojas, flores y tallos, (ver figura 11) resultaron tener varias
coincidencias de compuestos quimicos; vale la pena resaltar que se
identificaron alrededor de 15 compuestos para cada parte de la especie
estudiada, en promedio de porcentaje entre los compuestos mayoritarios
gue se encontraron para la especie podemos mencionar; Mirceno
(monoterpeno) con (30%), Limoneno (monoterpeno) con (13%),
Germacreno B (sesquiterpeno) con  (11%), trans-Cariofileno
(sesquiterpeno) con (7%) y B-pineno (monoterpeno) con (4%), entre estos
compuestos mayoritarios vemos que los tipos que mas se presentan son
el Mirceno vy el Limoneno, compuestos que ya han sido identificados en
otras especies del mismo género pero no como componentes

mayoritarios.

40

35 . .

m Aceite (hojas)

& 30
s .
-‘E 55 = Aceite (flores)
520 - Aceite (tallos)
315 -
T
X 10 -

. i

0 .

Mirceno
Limoneno
B-Pineno

Germacreno B
Trans-Cariofileno

Componentes mayoritarios

Figura 11. Grafico comparativo de los componentes mayoritarios
identificados de los aceites esenciales de la especie B. nitida
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Resultados para las pruebas de actividad antibacteriana de la

especie Baccharis nitida.

Los resultados obtenidos del aceite esencial puro de las hojas de la

especie estudiada se observan en la tabla 10.

Tabla 10.
Actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas de B. nitida

Bacterias Halos de inhibicion (mm)
S. aureus (ATCC 25923) 9 mm
E. faecalis (ATCC 29212) 7 mm
E. coli (ATCC 25922)
K. pneumoniae (ATCC 23357) 9 mm
P. aeruginosa (ATCC 27853) 10 mm
Control positivo
oxitetraciclina 5 mg/ml 21 mm

Puede verificarse en base a los resultados de la evaluacion de
sensibilidad antibacteriana del aceite esencial de hojas de B. nitida que la
especie presenta actividad frente a las bacterias grampositivas S. aureus
y E. faecalis, también presenta actividad frente a las bacterias
gramnegativas K. pneumoniae y P. aeruginosa, sin embargo, no presentd
actividad frente a la bacteria E. coli donde no se obtuvo halo de
inhibicion. En este sentido se puede decir que, el aceite hojas presenta
mayor actividad antibacteriana frente a las bacterias gramnegativas, ya
gue fue donde se obtuvieron mayores halos de inhibicion en comparacién

con los halos de inhibicion de las grampositivas.
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Los resultados de la evaluaciéon de sensibilidad antibacteriana del

aceite en flores de B. nitida indicaron lo siguiente (ver tabla 11):

Tabla 11.

Actividad antibacteriana del aceite esencial de las flores de B. nitida

Bacterias

Halos de inhibicién (mm)

S. aureus (ATCC 25923)

E. faecalis (ATCC 29212)

E. coli (ATCC 25922)

K. pneumoniae (ATCC 23357)

P. aeruginosa (ATCC 27853)

8 mm

Control positivo
oxitetraciclina 5 mg/mL

20 mm

Los resultados de la evaluacién de sensibilidad antibacteriana del

aceite de flores de la especie B. nitida mostraron que éste no presenta

actividad antibacteriana frente a las cepas de bacterias grampositivas S.

aureus y E. faecalis, tampoco presenté actividad para las cepas de

bacterias gramnegativas K. pneumoniae y E. coli, pero para la cepa P.

aeruginosa si se obtuvo halo de inhibiciébn (8 mm). En este sentido se

puede decir que, el aceite en flores presenta actividad antibacteriana

frente a las bacterias gramnegativas segun los resultados obtenidos.
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Discusién

El género Baccharis ha sido ampliamente estudiado, las
investigaciones varian desde el andlisis de los extractos de las diversas
partes de la planta hasta el estudio de los compuestos volétiles, también
de distintas partes de la especie sobre diversas cepas de bacterias o
agentes patégenos. En relacion a los componentes volatiles presentes en
el género Baccharis se puede mencionar una gran variedad, muchos de
ellos, organizados en la tabla 3. Entre algunos de los componentes se
puede mencionar a-tujeno, a-pineno, Q-pineno, sabineno, mirceno,
limoneno, a-terpineno, y-terpineno, terpin-4-ol de B. obovata Hook
(Malizia y cols., 2005; Ortufio, 2019, Ramos y cols., 2020); 6xido de
cariofileno, viridiflorol, germacreno D, germacreno B, [-cariofileno,
espatulenol, &-3-careno, biciclogermacreno, 6-cadineno, p-elemeno,
Globulol, cis-muurola-4(14), a-humuleno de B. trinervis (Chaverri y
Ceccio, 2017); a-bisabolol, limoneno de B. articulata (Gianello y Giordano,
1984); espatulenol, biciclogermacreno, viridiflorol de B. tandilensis (Prado,
Baren, Lira, Bandoni y Orfila, 2003); a-pineno, B-pineno y espatulenol (B.
uncinella); espatulenol, p-cariofileno, y p-selineno (B. anomala);
germacreno D-, 6xido de cariofileno y espatulenol (B. dentata) (Rodriguez,
Roa y Palacios, 2016, Torres y cols., 2018), entre muchos otros

componentes volatiles.

Entre todos los componentes constituyentes de los aceites del
género Baccharis los que mas se reportan como mayoritarios son a-

pineno, el cual se encuentra en especies como B. obovata (hojas); B.
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unicella (flores y hojas); B. notosergila (partes aéreas) entre otras (ver
tabla 3); el B-pineno que se encuentra en especies como: B. obovata
(hojas), B. trinervis (hojas), B. latifolia (partes aéreas) entre muchas otras;
el limoneno en B. obovata (hojas), B. trinervis (hojas), B. tandilesis (flores)
entre otras; el espatulenol que se encuentra en B. trinervis (hojas), B.
tandilesis (flores), B. unicella (flores) entre otras; se puede mencionar
finalmente al B-cariofileno, el cual se encuentra en B. trinervis (hojas y

flores), B. tandilesis (flores) y B. notosergila (partes aéreas) (ver tabla 3).

En relacion, a los componentes volatiles de la especie B. nitida no
se encontrd hasta el momento algun estudio publicado que especificara
los compuestos presentes en el aceite. Sin embargo, se debe recordar
que se obtuvieron como componentes mayoritarios; el Mirceno
(monoterpeno) con (30%), Limoneno (monoterpeno) con (13%),
Germacreno B (sesquiterpeno) con  (11%), trans-Cariofileno

(sesquiterpeno) con (7%) y B-pineno (monoterpeno) con (4%).

El limoneno es un compuesto mayoritario también identificado en
especies B. spartioides 28,7% - 56,7% (Van, Di Leo y Bandoni, 2002), B.
darwinii 47,1 % (Kurdelas, y cols., 2012) y B. obtusifolia 28,27% (Rosales,
2012). El B-pineno también ha sido identificado en especies B. obtusifolia
8,24% (Rosales, 2012), B. dracundifolia 9,5% (Torres y cols., 2018). El
Germacreno B en B. caridifolia 17,1% (Ramos y cols., 2020), B.
dracundifolia 8,4% (Torres y cols., 2018, B. obtusifolia 6,19% (Rosales,

2012).
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El trans-Cariofileno y el B- Ocimeno, no reportados en otras
especies revisadas hasta el momento, lo cual puede ser indicativo de que
son componentes especificos de la especie estudiada. En base a estos
compuestos mayoritarios, se puede decir que la especie B. nitida,
presenta como componentes con mayor porcentaje los de tipo

monoterpenos (60%) y luego los sesquiterpenos (40%).

Por otra parte, en relacion a los usos y actividades biolégicas del
género Baccharis, los estudios han sido variados y han generado grandes
avances debido a su reputacion tanto en el uso de la medicina tradicional
en América Latina como en el reconocimiento de diversas actividades
frente a agentes patdgenos. Una de las principales investigaciones se
relaciona con los estudios de los aceites esenciales de las diferentes
partes de las especies, las cuales han sido estudiadas frente a bacterias
grampositivas y gramnegativas obteniéndose actividad antibacteriana en

la mayoria.

Tal es el caso del aceite esencial de la especie B. obtusifolia, a
través de microdilucion en caldo (método no usado en esta investigacion),
que mostro sensibilidad moderada frente a E. faecalis (1000 pg/mL) y K.
pneumoniae (1000 pg/mL) pero no inhibi6 el crecimiento de P.
aeruginosa, E. coli y S. aureus; ademas esta especie presentd
compuestos como el limoneno, B-pineno y Germacreno B, a los cuales
puede deberse su actividad (Rosales, 2012). Otra especie B. dracundifolia
mostré actividad antibacteriana frente a P. aeruginosa (102 yg/mL) y S.
aureus (512 ug/mL) la evaluacion se hizo in vitro y presentdé componentes
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como limoneno, B-pineno y Germacreno B (Torres y cols., 2018).
También la especie B. caridifolia present6 actividad contra las bacterias P.
aeruginosa (512 pg/mL) y para P. aeruginosa (128 pg/mL), la
investigacion se hizo mediante el método de microdilucion en placas de
96 pocillos y esta especie contiene como compuesto mayoritario, el
Germacreno B (Ramos y cols., 2020). Los aceites esenciales de las
especies mencionadas presentan compuestos similares a la especie B.
nitida, de alli que se puede decir que la actividad antibacteriana
presentada por el aceite esencial de cada parte pudiera ser debida a sus

componentes como el limoneno, mirceno, germacreno B y B-pineno.

En el trabajo realizado se evidencié actividad antibacteriana del
aceite de hojas de B. nitida frente a las bacterias grampositivas S. aureus
y E. faecalis y frente a las bacterias gramnegativas K. pneumoniae y P.
aureuginosa, mientras que el aceite en flores solo obtuvo halos de
inhibicion frente a la bacteria gramnegativa P. aeruginosa. Es importante
sefalar que la actividad antibacteriana que presenta el género Baccharis
y en el caso particular la especie B. nitida puede deberse a la presencia
de algunos componentes que han mostrado sensibilidad ante diversos
agentes patdgenos, pero es complejo comparar los resultados obtenidos
con los publicados en otros estudios, la divergencia de los valores entre
los diversos estudios puede explicarse por la diversidad de las técnicas
usadas, la variacion de la composicion quimica de los aceites de acuerdo

a la especie o la procedencia geografica.
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Finalmente, vale la pena mencionar que si bien se han realizado
varias investigaciones acerca del aceite esencial en diversas especies del
género, no se ha encontrado hasta el momento investigaciones acerca del
aceite en Baccharis nitida, ésta investigacion puede ser pionera en el
estudio del aceite de la especie, ademas cabe resaltar que los resultados
obtenidos fueron positivos, en relacion a que se obtuvo actividad frente a
bacterias que dia a dia se hacen mas resistentes a farmacos de uso
comun, de ahi la importancia de seguir desarrollando mas investigaciones

en relacién a la especie.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En el aceite esencial en hojas de la especie B. nitida se
encontraron 18 compuestos, entre los componentes mayoritarios que se
encontraron estan: Mirceno (31,15 %), Limoneno (19,45%), a-pineno
(7,07%), Sabineno (6,35%), Germacreno B (6,11%), pB—pineno (5,82%),
trans-Cariofileno (5,10%) y p-ocimeno (4,54%). Los monoterpenos fueron
los que se encontraron en mayor porcentaje con 79,6 % del total de la
muestra.

En el aceite esencial de flores de la especie B. nitida se
encontraron 23 compuestos quimicos y entre los componentes
mayoritarios se encontraron: Mirceno (22,38%), Germacreno B (20,30%),
trans—Cariofileno (15,67%), Limoneno (5,83%) Yy en menor proporcion
trans-Ocimeno (3,82%), Valenceno (3,46%), Aromadendreno (3,11%).
Siendo los sesquiterpenos los mas abundantes con 50,2 % el total de la

muestra.

En el aceite esencial de los tallos de la especie B. nitida se
encontraron 20 compuestos volatiles, los mayoritarios fueron: Mirceno
(37,13 %), Limoneno (14,44%), Germacreno B (7,46%), B-Pineno (4,53%)
y en menor proporcion Terpinen-4-ol (4,32%), B-Ocimeno (3,77%), a-
Pineno (3,40%). Los monoterpenos fueron los mas abundantes con 74,37

% del total de la muestra.
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En relacidn a la actividad antibacteriana, el aceite esencial puro de
hojas de la especie Baccharis nitida present6 actividad frente a la cepas
de bacterias grampositivas S. aureus (9 mm) y E. faecalis (7 mm),
mientras que para las cepas de bacterias gramnegativas solo present6
halos de inhibicion frente a las bacterias P. aeruginosa (10 mm) y K.
pneumoniae (9 mm). Por otro lado, el aceite de flores de la especie
solamente inhibié la cepa P. aeruginosa (8 mm), no se obtuvo halo de

inhibicién en ninguna de las otras bacterias estudiadas.

Recomendaciones

En relacion a que el aceite esencial de la especie Baccharis nitida
dio resultados favorables contra las cepas de ensayo de la investigacion,
se recomienda que se siga evaluando con otras cepas bacterianas
multiresistentes nosocomiales, para determinar el potencial del aceite con
otros agentes patdgenos. Se hace extensiva la recomendacion para que
sea evaluada la actividad antifingica y antioxidante del aceite esencial de
la especie B. nitida.

Por otro lado, considerando el potencial obtenido en el aceite
esencial se recomienda que se lleve a cabo el estudio de la actividad
antibacteriana de los extractos de la especie y valorar asi su actividad

antibacteriana en comparacion con el aceite obtenido.
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ANEXOS
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Anexo 1. Cromatograma general del aceite esencial de las hojas de B. nitida
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Anexo 2. Cromatograma general del aceite esencial de las flores de B. nitida.
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Anexo 3. Cromatograma general del aceite esencial de las tallos de B. nitida

Anexo 4. Zona del pAramo Meridefio donde se recolecto la muestra B. nitida
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Anexo 5. Recoleccion de la muestra B. nitida

Anexo 6. Especie B. nitida
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Anexo 7. Proceso de laboratorio para la obtencion del aceite en la especie B. nitida
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Anexo 8. Proceso de extraccion del aceite en la especie B. nitida
(hidrodestilacién)
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Anexo 9. Actividad antibacteriana frente a E. faecalis (n° 23 aceite de hojas y n° 24
aceite de flores).

Anexo 10. Actividad antibacteriana frente a E. coli. (n° 23 aceite de hojas y n° 24 aceite de
flores).
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Anexo 11. Actividad antibacteriana frente a P. aeruginosa (n° 23 aceite de hojas
y n° 24 aceite de flores).

Anexo 12. Actividad antibacteriana frente a K. pneumoniae (n° 23 aceite de hojas y
n® 24 aceite de flores).
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Anexo 13. Actividad antibacteriana frente a S. aureus (n° 23 aceite de hojas y n°
24 aceite de flores).
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