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Resumen

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica mundial, ocasionado por el
uso inadecuado de antibioticos, que provoca la reduccion del efecto bactericida,
multirresistencia, incremento en costos médicos, estancias hospitalarias y mortalidad. EI uso
de la medicina ancestral ha sido de gran ayuda desde la antigiiedad para el uso y tratamiento
de las diferentes enfermedades infecciosas, conllevando una constante busqueda de
alternativas curativas y eficaces que contrarresten estas infecciones. El objetivo de esta
investigacion fue determinar la actividad antimicrobiana del aceite volatil de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni frente a cepas de interés clinico. Para la obtencidn del aceite
esencial se utilizo la técnica de hidrodestilacion mediante la utilizacion de la trampa de
Clevenger, durante 4 a 5 horas a una temperatura de entre 50 - 60°C.

El rendimiento fue del 0,26%. La actividad antibacteriana fue detectada por del método
Kirby-Bauer e interpretada por la medicion de los halos de inhibicion. Se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI) empleado desde el aceite esencial y diferentes
concentraciones: 1x10°, 0,5x108, 0,25x108, 0,125x10°, 0,062x10°, 0.031x10°® pg/mL. Se
estudid la actividad del aceite frente a bacterias Gram positivas (Staphylococcu. aureus y
Enterococcus faecalis) y Gram negativas (Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli y
Proteus mirabilis). El aceite mostrd actividad principalmente a Staphylococcus aureus, en
menor proporcion a Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli; Enterococcus faecalis y
Proteus mirabilis. La CMI de Staphylococcus aureus, fue de 0,062x 10° pg/mL: mientras
que Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, de 0,125x10° ug/mL y
Proteus mirabilis de una CMI 0,25x 10° pg/mL.

Palabras clave: Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni, actividad antimicrobiana, aceite

esencial, bacterias.



Abstract

Antimicrobial resistance is a global public health problem, caused by the inappropriate use
of antibiotics, which causes a reduction in the bactericidal effect, multi-resistance, increasing
medical costs, hospital stays and mortality. The use of ancestral medicine has been of great
help since ancient times for the use and treatment of different infectious diseases, leading to
a constant search for curative and effective alternatives that neutralize these infections. The
objective of this research was to determine the antimicrobial activity of the volatile oil of
Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni against strains of clinical interest. To obtain the
essential oil, the hydrodistillation technique was used using the Clevenger trap, for 4 to 5
hours at a temperature between 50 - 60°C.

The yield was 0.26%. The antibacterial activity was detected by the Kirby-Bauer method
and interpreted by measuring the inhibition halos. The minimum inhibitory concentration
(MIC) used from the essential oil and different concentrations was determined: 1x10°,
0,5x10°, 0,25x108, 0,125x10°, 0,062x10°, 0.031x10° pg/mL. The activity of the oil against
Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis) and Gram-
negative bacteria (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Proteus mirabilis) was
studied. The oil showed activity mainly against Staphylococcus aureus, and in a smaller
proportion against Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli; Enterococcus faecalis and
Proteus mirabilis. The MIC of Staphylococcus aureus was 0.062x 106 pg/mL, while
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis was 0.125x106 pg/mL and
Proteus mirabilis had a MIC of 0.25x 106 pg/mL.

Keywords: Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni, antimicrobial activity, essential oil,

bacteria
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INTRODUCCION

La presente investigacion tuvo como objetivo la determinacion de la actividad
antimicrobiana del aceite volatil de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni frente a cepas de
interés clinico.

El uso y abuso de antimicrobianos se ha suscitado como una problematica a nivel mundial,
como lo comunica el Gltimo reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las tasas
de mortalidad en pacientes infectados con patégenos resistentes se han incrementado en un
50% (1).

La OMS, 2011; ha designado la resistencia antimicrobiana (RAM) como uno de los tres
problemas mas importantes que desafia la salud humana al establecer una de las mayores
amenazas para la salud mundial (2).

La resistencia a los antibidticos ha aumentado en todo el mundo, dia tras dia estan
apareciendo y propagandose en todo el planeta nuevos mecanismos de resistencia que ponen
en peligro nuestra capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes (3).

La resistencia se produce cuando suceden mutaciones en respuesta al uso prolongado de
farmacos. Los microorganismos son los que se vuelven resistentes a los antimicrobianos,
situacion ésta que provoca un incremento en los costos médicos, que se prolonguen las
estancias hospitalarias y aumente la mortalidad (4).

En América Latina se considera extremadamente dificil de vencer, sobre todo en Sudamérica
los antibidticos son de venta libre, lo que aporta a su mal uso y abuso por parte de la
poblacion, se estima que el 78 % de los antibidticos de América Latina son vendidos sin
receta médica. Por eso debe darse cumplimiento de las orientaciones de los expertos de la
OMS vy a los programas creados (3). Esto hace particularmente importante el poder
monitorizar las tasas de resistencia bacteriana en estas zonas (4).

El Ecuador no escapa de esta situacion y es muy vulnerable ante el incremento de la
resistencia a los antibioticos. El area rural representa un tercio de la poblacion nacional,
cuentan con servicios de baja exigencia, sin laboratorios de microbiologia lo que imposibilita
el diagnostico acertado de bacterias resistentes. Pacientes con infecciones bacterianas
tratados en hospitales o centros de salud rurales son una fuente potencial de cultivos
bacterianos no reportados o no identificados de patdgenos multirresistentes a los
antibioticos, es decir falta informacion de resultados del analisis de patrones de resistencia
en estos microrganismos y el manejo de terapia antibiotica empirica (5).

Ante la alarmante informacion de la resistencia microbiana es necesario el desarrollo de

nuevos compuestos activos que ocasionen muerte bacteriana; es por ello que, basandose en
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la medicina ancestral y natural, se realiza investigaciones cientificas, la cual es indispensable
para aislar componentes bioactivos y realizarse estudios como antimicrobianos.

La poblacion que habita en los padramos andinos, ante el desconocimiento del uso de
farmacos comerciales y aunado a esto otros inconvenientes como transporte, distanciamiento
de los servicios médicos, etc, han decido combatir sus patologias y afecciones incluyendo
las infecciones con el uso de plantas medicinales, basado en los saberes ancestrales.

En regiones desde el centro de Colombia (cordillera central) hasta la cordillera oriental en el
centro de Ecuador, existe un conjunto de plantaciones de la familia Chloranthaceae que son
un grupo de arboles de 3 — 16 m de altura, con flores verdes, carente de estambres o carpelos,
frutas negras, hojas brillantes y aromaéticas. La familia Chloranthaceae posee algunos
géneros tales como: Ascarina, Chloranthus, Hedyosmun y Sarcandra. El género
Hedyosmum crece de manera silvestre en bosques montanos a una altitud de 2600 — 3600 m
(6).

En el Ecuador el género Hedyosmun es endémica del bosque andino alto del sur del pais (7).
En la Provincia de Chimborazo esta planta es conocida como Tarqui. (7). A esta planta se le
ha realizado la extraccién de los metabolitos secundarios, para el estudio de la bioactividad,
tanto en extractos como en aceites esenciales, siendo el aceite esencial/volatil el més
utilizado (7).

Se conoce como aceite esencial/volatil a los principales productos aromaticos que existen en
diversas partes de las plantas. Debido a que se evaporan por exposicion al aire, temperatura
y ambiente, se denominan: aceites volatiles, aceites etéreos, aceites esenciales o esencias (8).
Cada vez mas se estudian estos aceites obtenidos de diferentes plantas para aislar compuestos
con actividades bioldgicas, entre ellas, antimicrobiana, anticancerigena, antioxidante, etc.
Las enfermedades infecciosas son causadas por microorganismos patégenos como las
bacterias, los virus, los parésitos o los hongos. Estas enfermedades pueden transmitirse,
directa o indirectamente, de una persona a otra (9).

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores este estudio se planted la siguiente
interrogante; ¢ El aceite volatil de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni tendrd compuestos

bioactivos que actien como antimicrobiano frente a cepas de interés clinico?



OBJETIVOS

General:

Determinar la actividad antimicrobiana del aceite volatil de Hedyosmum cuatrecazanum O
cchioni frente a cepas de interés clinico.

Especificos:

Extraer el aceite volatil de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni, mediante la técnica de
hidrodestilacion con trampa de Clevenger para determinar sus caracteristicas fisicas y
quimicas.

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto del aceite de Hedyosmum cuatrecazanum O
cchioni., con las distintas cepas de interés clinico, mediante el método de difusion en agar
Kirby Bauer.

Encontrar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni. frente a cepas de interés clinico mediante la determinacién del

efecto inhibitorio a diferentes concentraciones.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
En 1928 Alexander Fleming, descubre la penicilina, basdndose en la captacion de la
inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus, en una placa contaminada por
Penicillum notatum y fue capaz de aislar el producto que fue el encargado de inhibir el
crecimiento (10).
Antecedentes historicos de plantas con fines medicinales:
Las plantas medicinales son aquellas que la medicina tradicional cree que posee el dominio
de la curacion o que fueron usados para dicho propésito. EI conocimiento del efecto sanador
tuvo su génesis a base de la uso y lecciones de métodos empiricos acontecidos de generacion
a generacion. Algunos de estos métodos ya poseen evidencia cientifica respaldada por
investigaciones de laboratorio o resultados clinicos que han surgido de la necesitad de
confirmacion ante el uso de la medicina tradicional en las civilizaciones antiguas (11).
Plantas medicinales en Ecuador:
Las plantas medicinales han tomado un mayor grado de interés en la actualidad. Hace siglos,
los pueblos ancestrales encontraron en la tierra sus “farmacias" naturales. En el Ecuador cada
vez son mas las personas que recolectan sus plantaciones y las utilizan ya sea para tratar

enfermedades o aliviar dolencias (12).

Biodiversidad Ecuatoriana

El Ecuador es considerado uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo por ello
se le confiere un gran potencial en el uso de las plantas como principio de la medicina
tradicional siendo importante conocer la forma de uso y favores curativos que brindan, en
las diferentes comunidades del pais. En este sentido, la etnobotanica es una herramienta
importantemente utilizada para el rescate del conocimiento sobre el uso del recurso vegetal
y la relacion entre el hombre y las plantas, a través del tiempo, adquiriendo interés en el
estudio de bosques tropicales (13).

Las plantas medicinales son las que méas se han estudiado en la region andina. Tales como
lo demuestran los estudios realizados por Misael Acosta-Solis, 2017 cientifico de la Mision
de Cinchona que contribuyeron al conocimiento de especies medicinales de uso tradicional.
Cuantiosas investigaciones han aportado al conocimiento de una gran cantidad de plantas
medicinales de uso habitual entre la poblacion (14).

Actualmente, en Ecuador estan registradas 3118 plantas con fines medicinales. Segun

estudios de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE), Las plantas medicinales



son usadas en diferentes categorias siendo el 45% para tratar sintomas, el 26% en afecciones
causadas por bacterias, virus, hongos o protozoos, y otro grupo de plantas tratan heridas,
lesiones y problemas del sistema digestivo. Son los kichwas de la Amazonia la poblacion
que mas especies de plantas medicinales utilizan, seguidos de los kichwas de la Sierra y
mestizos (12).

Dentro del "vademécum” etnobotanico del Ecuador existen una gran cantidad de especies,
plantas, hierbas y remedios caseros, que se usan con fines medicinales para aliviar las
manifestaciones de enfermedades (12).

Para la elaboracidn de medicamentos a base de material vegetal se debe tomar en cuenta que
existen diferentes métodos para extraer los principios activos contenidos en la planta, dicha
extraccion va a depender del procedimiento utilizado y de la naturaleza quimica del principio
activo (15).

Plantas antimicrobianas

Las plantas poseen una gran cantidad de compuestos quimicos que pueden funcionar como
bactericidas, son sustancias que pueden ser usadas directamente o como base para la
elaboracion de desconocidos principios Utiles para el tratamiento de origen sistémico o
cavidad oral principalmente. La fitoterapia es una disciplina medica cada vez mas utilizada
y eficaz puesto que se evidencia que casi el 25% del total de las prescripciones médicas se
basan en plantas medicinales, uso artesanal y terapéutico que alcanza casi el 80% (16).
Familia Chloranthaceae

Chloranthaceae, consta con 4 géneros (Ascarina, Chloranthus, Hedyosmum y Sarcandra),
son arboles y arbustos aromaticos de madera blanda con hojas opuestas en forma de sierra'y
nudos hinchados. Las flores son muy pequefias, unisexuales, carecen de pétalos, aunque a
veces estan sostenidas por bracteas en forma de hojas. Las flores tienen de 1y 5 estambres
0 un solo carpelo que se convierte en una drupa (17).

Género Hedyosmum

Existen entre 40 a 45 especies distribuidas principalmente en América intertropical, tan solo
una de estas reside en el sureste de Asia. Es el género mas abundante presentandose en
América central y meridional comprendido por 40 especies de arboles, arbustos y hierbas.

En el Ecuador se encuentran aproximadamente 12 de las 40 especies del género Hedyosmum.



Las cuales son: H. anisodorum Todzia, H. cuatrecazanum Occh., H. cumbalense Karsten,
H. goudotianum Solms-Laub., H. luteynii Todzia, H. purpurascens Todzia, H. racemosum
(Ruiz & Pavén) G. Don, H. scabrum (Ruiz & Pavon) Solms-Laub., H. spectabile Todzia, H.

sprucei Solms-Laub., H. strigosum Todzia y H. translucidum Cuatrec (15-18).

Fuente: https://colombia.inaturalist.org/photos/105904899

Taxonomia:
Tabla 1. Taxonomia de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni

Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Chloranthales
Familia: Chloranthaceae
Género: Hedyosmum
Especies cuatrecazanum

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Hedyosmum

Una de las formas de uso de este tipo de plantas es mediante la extraccion de su aceite volatil;
el cual se realiza mediante un proceso fisico-quimico.

Los aceites volatiles son las sustancias aromaticas naturales, encargados de aportar con la
fragancia de las flores y otros vegetales. Gegeneralmente son mezclas complejas de
componentes muy variables que pertenecen, en mayor porcién a terpenos y, en menor
medida, al grupo de los compuestos aromaticos derivados del fenilpropano.

Algunos aceites son monomoleculares, ya que poseen un solo componente, otros son ricos
en 2 a 3 moléculas. Pero la mayoria son polimoleculares, puesto que contienen 3 a 4
moléculas y, en ocasiones, centenares de moléculas diferentes que s6lo estan presentes en
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trazas (19). El proceso de destilacion es el método principal utilizado en la extraccion de los
aceites esenciales de las plantas.

Estudios realizados a la planta Hedyosmum

Un estudio que se realizd a base de la obtencion de Hedyosmum scabrum, planta nativa de
América tropical, un arbol del bosque nativo de Jacar6n, ubicado en la parroquia de Columbe
de la provincia de Chimborazo en Ecuador, lo cual por los antecedentes que posee constituye
una via segura, rapida y adecuada para la basqueda de nuevos compuestos que mejoren la
salud del hombre debido a la aparicion de nuevas enfermedades y gran cantidad de patégenos
resistentes a principios activos utilizados como antibiéticos (2).

En el aceite esencial de H. luteynii contuvo algunos componentes bioactivos pero los méas
abundantes fueron: a-felandreno (32.72%), (Z)-B-pineno (13.20%), (Z)-B-ocimeno
(10.99%), silvestreno (6.51%), biciclogermacreno (5.05%), 1.8-cineol (4.95%), a-0cimeno
(3.88%) y germacreno D (3.20%). Los constituyentes mas abundantes del aceite esencial de
H. luteynii son diferentes de los reportados para otras especies del género Hedyosmum en el
Ecuador, Pert, Bolivia, Colombia, Venezuela, Brasil y Costa Rica. (20).

Los constituyentes del aceite esencial de H. luteynii y de otras especies del género
Hedyosmum; permitié descartar los compuestos comunes. Este analisis arroj6 como
resultado que de los 28 compuestos identificados en el aceite esencial de H. luteynii, se han
identificado como exclusivos de la especie H. luteynii: silvestreno (6.51%), cis-muurola 3-
5-diene (0.45%), amorpha-4.9-diene <7,14-anhidro-> (0.65%) (21).

Aceites esenciales

La destilacion por arrastre con vapor también se emplea para separar aceites esenciales de
tejidos vegetales. Los aceites esenciales son mezclas complejas de hidrocarburos, terpenos,
alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos aromaticos y fenoles y se encuentran en hojas,
cascaras o semillas de algunas plantas.

En el vegetal, los aceites esenciales estan almacenados en glandulas, conductos, sacos, o en
reservorios dentro del vegetal, por lo que es beneficioso desmenuzar el material para exponer
esos reservorios a la accion del vapor de agua. Los aceites esenciales son productos naturales
aplicados en diferentes industrias, como; la farmacéutica, alimenticia, en perfumeria, entre
otros. Actualmente, se constituyen en productos alternativos para la elaboracion de
biopesticidas o bioherbicidas. La obtencion de los aceites esenciales es realizada
comunmente por la destilacion por arrastre con vapor, en sus diferentes modalidades. La
pureza y el rendimiento del aceite esencial dependeran de la técnica que se utilice para su

extraccion (22).



Resistencia a antimicrobianos

La resistencia bacteriana en América latina ha mostrado algunos datos de como la resistencia
se esté4 diseminando especialmente en los hospitales (23).

Los datos han sido extraidos del Programa Sentry, programa mundial de vigilancia de
resistencia patrocinado por Bristol Myers Squibb, probablemente se habla del sistema de
vigilancia mas completo que tenemos en el mundo, con mas de 80 centros. Solo américa
latina cuenta con 10 centros. En el plazo de 3 afios se estudiaron mas de 11.000 muestras
bacterianas que en su mayor parte vienen de hospitales. Las bacterias fueron recolectadas de
cinco tipos de infecciones: bacteremias, infecciones respiratorias, neumonias hospitalarias,
heridas quirdrgicas, e infecciones de tracto urinario (23).

La resistencia bacteriana, es un fenémeno que crece cada dia en todo el mundo, hace algunas
décadas la gran mayoria de los antimicrobianos funcionaban tanto para las infecciones
comunitarias como para las infecciones nosocomiales, pero debido al uso irracional de los
antibioticos, su funcionabilidad se ha visto afectada. Entre las bacterias implicadas en este
fendmeno creciente, son: Gram positivas como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp
coagulasa negativa, Enterococcus sp, etc y Gram negativos: Enterobacterias y bacterias no
fermentadoras (24).

Bacterias con resistencia antimicrobiana

La OMS se ha pronunciado ante la urgencia en la necesidad de encontrar nuevos antibioticos
colocando a las bacterias en una lista por prioridad: critica, elevada o media.

En el nivel de prioridad critica estan bacterias multirresistentes. Estas son peligrosas y
pueden provocar enfermedades como: gonorreas, gastroenteritis, infecciones en la piel,
Glceras y meningitis neonatal. Existe alto riesgo de contagio en hospitales en pacientes
ancianos e inmunodeprimidos. Entre algunas bacterias se incluye: Acinetobacter,
Pseudomonas y varias enterobacteridceas como Klebsiella, E. coli, Serratia, y Proteus.

Las categorias de prioridad elevada y media contienen otras bacterias que exhiben una
farmacorresistencia y provocan enfermedades comunes como la gonorrea o intoxicaciones

alimentarias por salmonela. (24).



Bacterias resistentes a los antibioticos

“La resistencia a los
antibidticos esta creciendo
y nos estamos quedando
rapidamente sin opciones
de tratamiento”.

Los investigadores necesitan encontrar nuevos antibioticos
para estas «superbacterias»

Dra. Marie-Paule Kieny, asistente del director general de la OMS

Prioridad Bacteria Puede causar Resistente a
Acinetobacter baumannii Infeccion de heridas O Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Infecciones ©
Enterobacteriaceae  Infecciones estomacales O Carbapenémicos, BLEE
m Enterococcus faecium  Meningitis neonatal O Vancomicina
Staphylococcus aureus Infecciones de lapiel © Meticilina, vancomicina
Helicobacter pylori Problemas gastricos, Ulceras Claritromicina
Campylobacter Gastroenteritis Fluoroguinolona
Salmonellae Salmonela
Neisseria gonorrhoeae  Gonorrea Cefalosporina,
Fluoroguinolona
S«::/::liﬂ ‘ SN oL Dre o Neumonia, meningitis, Peniciling :
bacteriemia febril
Haemophilus influenzae  Meningitis, epiglotitis Ampicilina
Shigelia Disenteria Fluoroquinolona

O Riesgo mayor

en hospitales

Figura 2:Bacterias Resistentes a los antibidticos

Fuente: https://www.paginasiete.bo/planeta/2017/2/28/publica-lista-doce-familias-

bacterias-resistentes-128862.html

Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa que consiste en varias capas,
pero en mayor proporcién de peptidoglucano que se encarga de rodear la membrana
citoplasmatica de la célula. El peptidoglucano es considerado un exoesqueleto en forma de
malla, es suficientemente poroso como para permitir la difusion de los metabolitos a la
membrana plasmatica, este es un elemento importante de la estructura, replicacién
supervivencia de la célula (25).

Staphylococcus aureus:

Es un patégeno importante que coloniza e infecta a pacientes hospitalizados y a personas
inmunocompetentes. Produce patologias diversas, desde un absceso de piel hasta
septicemias mortales y choque toxico estafilocécico (SSTS). Puede ser causante de
intoxicacion por alimentos, debido a la ingestion de la enterotoxina B termoestable
preformada, producida por una cepa toxigénica. La mayoria de los nifios y adultos estan
colonizados por S. aureus en forma interrumpido, que son habitantes normales de las vias

respiratorias superiores, piel, intestino y vagina (27).


https://www.paginasiete.bo/planeta/2017/2/28/publica-lista-doce-familias-bacterias-resistentes-128862.html
https://www.paginasiete.bo/planeta/2017/2/28/publica-lista-doce-familias-bacterias-resistentes-128862.html

Su patogenia surge cuando se produce la combinacién de los factores de virulencia con la
disminucion de la efectividad del sistema inmunoldgico. Estas condiciones son Optimas
propician que S. aureus posea caracteristicas de virulencia bastante especificos (28).
Enterococcus faecalis

Es un coco Gram positivo que forma parte de la flora normal del tracto intestinal y genital
humano, posee un minimo potencial patogénico en el hospedador, sin embargo, en paciente
inmunocomprometidos se convierten en patégenos oportunistas, pudiendo causar diferentes
enfermedades tales como endocarditis, bacteriemias enterocdcicas, infecciones del tracto
urinario, neonatales, del sistema nervioso central, intrabdominal y pélvicas (28). E. faecalis
es el patdgeno humano mas frecuente representando el 60% al 90% de los aislamientos
clinico por enterococos (29).

Bacterias Gram negativas

La pared celular de las bacterias Gram negativas se considera la mas compleja desde el punto
de vista estructural como quimico, por fuera de la membrana citoplasmatica se encuentra
una delgada capa de peptidoglucano, a diferencia de las bacterias Gram positivas estas
bacterias no poseen acidos teicoicos ni lipoteicoicos (25).

Escherichia coli

Constituye la mayor parte del microbiota habitual del intestino en animales y humanos, se
agrupa en cepas comensales, prototipos intestinales y patdgenas extraintestinales (30).

E. coli es un bacilo Gram negativo, que se mantiene de forma inocua y confinado en el lumen
intestinal, en pacientes inmunosuprimidos o cuando las barreras gastrointestinales son
invadidas por cepas de E. coli patogénicos pueden limitarse a superficies mucosas o
diseminarse por todo el organismo (31).

Dicha bacteria acttiia como patégeno causante de diarrea y representa uno de los problemas
de salud publicas mas importante en los paises en via de desarrollo; afectando principalmente
a menores de edad, lo cual es indispensable para el diagnéstico temprano y adecuado,
reconociendo los prototipos causantes de cuadros diarreicos y asi lograr diferir de la flora
normal del tracto gastrointestinal (32).

Proteus mirabilis

Es una bacteria Gram negativa responsable de infecciones del tracto urinario e infecciones
cutaneas en humanos, sin embargo, suele estar implicado en septicemias en pacientes

inmunocomprometidos y ocasionalmente produce infeccién pulmonar (33).
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P. miranilis en infecciones en el tracto urinario suele se provocado por su habilidad para
causar litiasis urinaria gracias a su capacidad de produccion de ureasa que cataliza la urea en
CO2 y amonio y logra afectar asi mismo a los catéteres urinarios (33-34).

Las infecciones del tracto urinario provocadas por P. mirabilis interviene la expresion de
factores de virulencia tales como: la adherencia, motilidad y evasion de la respuesta inmune
del huésped que promueve la colonizacién en la vejiga y rifiones (34).

Klebsiella pneumoniae

Es un bacilo Gram negativo, no movil que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es la
bacteria que representa un mayor problema por lo tanto es de gran importancia clinica, se
desarrolla una capsula que actia como factor determinando de virulencia de la bacteria.
Existe alrededor de 77 serotipos diferentes (35).

Esta bacteria se encuentra en la naturaleza, asi como en la superficie de agras, tierra y plantas
ademas se lo halla en las mucosas de los humanos, caballos y cerdos, En el humano se
encuentra especificamente en la mucosa nasofaringea y del intestino gracias a ello su
deteccion en heces es posible. Los principales reservorios para la transmision bacteriana son
en el ambiente hospitalario afectando al tracto gastrointestinal de pacientes y las panas del
personal de salud, es por ello la importancia del lavado de manos entre un paciente y otro
(36).

Concentracion minima inhibitoria

Es un método muy utilizado en los laboratorios de Microbiologia Clinica, siendo esta la
medida de la sensibilidad de una bacteria ante un antibiético y consiste en la minima
concentracion microbiana de un compuesto que logra la inhibicién del crecimiento visible
de un microorganismo en condiciones normales (37).

Para llevar a cabo la comparacion se debe utilizar cepas de control con el fin de comparar
los resultados después de las condiciones necesarias para un microorganismo (37).

La interpretacion de los resultados debe ser lo mas exacta posible en la determinacion de la
concentracion minina inhibitoria, ademas es indispensable que el personal este entrenado

ademas se recomienda derivar los estudios a laboratorios de referencia (37).
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CAPITULO II
METODOLOGIA
Tipo de investigacion:

e Nivel Exploratorio: En la literatura cientifica consultada revela pocos estudios acerca de la
actividad antimicrobianas de la especie vegetal Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni.,
razon por la cual se analiza las caracteristicas de los resultados y se los expone
adecuadamente utilizando medidas de posicion con su correspondiente mensurabilidad.

e Disefio Cuasi experimental: Se modifico la variable independiente ya que se realizd
ensayos microbioldgicos utilizando distintas concentraciones del aceite esencial obtenido de
Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni., para determinar la actividad antimicrobiana en
cepas de interés clinico.

e Cohorte: El proyecto fue de caracter transversal ya que se da en un solo tiempo y lugar

e Carécter Mixto: Se analizd datos cuantitativos (medicion de los halos de inhibicion y
concentraciones) y cualitativos (observacion de inhibicion a partir de los halos de
crecimiento).

Poblacion: Bacterias Gram positivas y Gram negativas nosocomiales

Muestra: El ensayo incluy6 las bacterias Gram negativas Escherichia coli ATCC 25922y,
Proteus mirabilis ATCC 25933, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 y bacterias Gram
positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Variables de estudio

Variable Independiente: Diferentes concentraciones del Aceite Esencial de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni.

Variable Dependiente: Didmetro del halo de inhibicién de las cepas bacterianas frente al
aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni.

Métodos de estudio:

e Meétodo Tedrico: Fue un estudio inductivo que parte de lo particular a lo general, es decir,

parte de la observacion para proyectar una teoria.
Técnicas y procedimientos:
Técnicas: Observacion
Instrumentos: Guia de observacion, camara fotografica.
Procedimientos
Extraccion del Aceite Esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni: La extraccion se

realizd de partes las aéreas (tallo, hojas, flores frescas) de la planta que fue recolectada bajo la
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respectiva autorizacion (Anexo 1); fueron pesadas y sometidas a la extraccion del aceite esencial
por el metodo de hidrodestilacion mediante la utilizacion de la trampa de Clevenger, durante 4
a 5 horas a una temperatura entre 50 - 60 °C. El aceite que se obtuvo debe fue reservado en
refrigeracion a 4 °C en tubos Eppendorf estériles hasta su analisis. (Ver anexo 2).

Cepas Microbianas ATCC: Las bacterias empleadas en el estudio fueron facilitadas por el
Laboratorio de Investigacion y corresponden a cepas de la Coleccién de Cultivo Tipo Americano
con sus siglas en inglés ATCC. El ensayo incluyo las bacterias Gram negativas Escherichia coli
ATCC 25922; Proteus mirabilis ATCC 25933, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 y bacterias
Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.
(Ver anexo 3).

Cultivos bacterianos: Para la elaboracion de los ensayos de actividad antibacteriana se
emplearon medios de cultivo comerciales cuya preparacion se realizd segln las instrucciones
del envase, los cuales fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. La
composicion de cada uno de los medios empleados se muestra a continuacion:

e Agar Mac Conkey: Peptona de carne 1,5g; Tripteina 1,5g; Lactosa 10g; Sales
biliares 1,5g; cloruro de sodio 5,0 g; rojo neutro 0,03g; Cristal violeta 0,001g y agar
13,54g.

e Infusion cerebro corazon (BHI), brain heart infusion marca Himedia: Infusion
de cerebro de ternero 200 g/L, infusion de corazon de ternera 250 g/L, proteina
peptona 10 g/L, glucosa (dextrosa) 2 g/L, cloruro sédico 5 g/L, fosfato disédico 2,50
g/L.

e Caldo nutritivo (CN), nutrient broth marca DifcoTM: Extracto de carne de vaca
3 g/L, peptona 5 g/L agar 15 g/L.

e Medio de Cultivo Mueller Hinton: Casina acida hidrolizada 17,5 g/L; pasta de
extracto de corazon 5,0 g/L; Almidon 1,5g/L y agar 12,0 g/L

Actividad antimicrobiana:

La actividad antimicrobiana se realizé por el método de, Kirby Bauer y colaboradores,
debido a que es uno de los métodos que el CLCI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos
(38). Por otra parte, el método de Kirby Bauer permite encasillar directamente a un
microorganismo como sensible o resistente, ademas de ser uno de los métodos mas utilizados

en la practica, por su reproducibilidad y confianza (39).
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Preparacion del aceite a diferentes concentraciones:

Las muestras se enumeraron dese el 0 hasta el 6. En el tubo #0 se coloco el aceite esencial
de la planta Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni sin adicionarle DMSQO. En el tubo # 1 se
peso 1g del aceite esencial, en el tubo #2 se peso 0,59 del aceite esencial., en el tubo #3 se
peso 0,25¢ del aceite esencial, en el tubo #4 se pes6 0,125g del aceite esencial, en el tubo #5
se peso 0,062g del aceite esencial y en el tubo #6 se pes6 0,031g del aceite esencial. A todos
los tubos exceptuando el tubo 0 se le adiciond 1 mL de DMSO (Ver anexo 4). De esta manera
se trabajo con las siguientes concentraciones: (1;0,5;0,25;0,125;0,062 y 0,031) x10 ° pg/mL
Determinacion de la actividad antimicrobiana

Reactivacion de las cepas:

Se prepard agar Mac Conkey, Agar cerebro/corazon y Agar nutritivo

De las cepas comerciales se tomé una asada, se esterilizé previamente y se sembré en las
placas. En el Agar Mac Conkey se sembro a las bacterias: Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, y Escherichia coli; en el Agar Cerebro/ corazon se sembro las bacterias: Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus y en el Agar
nutritivo se sembrd las bacterias: Klbsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus y se incubé en una estufa, a 37°C por 24
horas (Ver anexo 5).

Preparacion del Pre- indculo

El pre- inoculo se realizé en Agar nutritivo utilizando las bacterias reactivadas. Dentro de la
camara de flujo laminar se encendi6 el mechero, se desinfecto el material y se flameo el asa
para proceder a la resiembra de las bacterias. Se recogi6 y transfirié de 1 a 2 colonias de
cada una de las bacterias contenidas en las placas mono Petri. Se realizo la siembra por
arrastre de las colonias de las cinco bacterias en su respetiva caja Petri con agar nutritivo
(cada caja Petri con su respectiva rotulacion). Se colocé en la estufa a 372C y se espera de
18 a 20 horas puesto que es indispensable basarse en la curva de proliferacion bacteriana la
misma que se debe encontrar en la fase estacionaria para evitar que la bacteria se encuentre
al borde del agotamiento nutritivo en el Agar. (Ver anexo 6).

Preparacion del indculo

Se realiz0 tras el periodo de 18 a 20 horas, donde se colocé 5 ml de solucion salina estéril al
0,9% en tubos herméticos en donde se hizo la suspension de cada una de las cepas
bacterianas resembradas. Transcurrido el tiempo determinado de las bacterias de recogié una
0 mas colonias aisladas de cada una de las bacterias con ayuda del asa estéril. Se homogenizo

hasta obtener la turbidez necesaria y se compardé la turbidez de las cepas con el patron de
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McFarland (utilizado como patrén de turbidez en la preparacién de suspensiones de
microorganismos) de escala 0,5 que corresponde a un cultivo de una densidad celular
aproximada de 1,5 x10® UFC/mL. (Ver anexo 7).

Se homogenizo los indculos en los tubos herméticos y se introdujo un hisopo estéril, se dejo
reposar unos minutos para que absorba el mismo y en las placas mono Petri con Agra Mueller
Hinton realizo la siembra con el hisopo en cada una de las bacterias (cada placa con su
respectiva rotulacion). Con una pinza estéril se coloco los discos fabricados manualmente
con papel filtro sumergiendo en las diferentes concentraciones del aceite esencial, luego se
colocé respetando la distancia entre disco y disco. En otra placa con Agar Mueller Hinton se
colocé discos de antibioticos para los controles (discos comerciales para las diferentes
bacterias de diferentes concentraciones) (tablal) para el control positivo, y discos manuales
con DMSO para el control negativo.

Tabla 2. Antibidticos utilizados para el control positivo

Bacteria Antibidtico

Klebsiella pneumoniae Amikacina 30 ug

Proteus mirabilis Clindamicina 1 pg
Escherichia coli Amikacina 30 pg
Enterococcus faecalis Ciprofloxacina 5 ug

Staphylococcus aureus Oxacilina 2 pg

Fuente: Prueba de susceptibilidad o Kirby Bauer

Estas pruebas de susceptibilidad se realizaron por duplicado en cada ensayo. Las placas
fueron pre- incubadas en refrigeracion a 4 °C durante 20 minutos para una correcta difusion
del aceite en el Agar y posteriormente fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas, si no
existié crecimiento durante el periodo mencionado se incuba por otras 24 horas (48 horas)
(Ver anexo 8).

Lectura de resultados

Al pasar las 24 horas de incubacion se realizo la lectura de los resultados para la observacion
de la presencia o ausencia de los halos de inhibicién (cuyo diametro fue medido en mm)
alrededor de los discos que contenian las distintas concentraciones del aceite esencial. Las
CMIs fueron determinadas mediante la evaluacion de la menor concentracion en la cual el
extracto presento actividad antimicrobiana. Los resultados fueron tabulados en el programa

de procesamiento (Ver Anexo 9).
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Procesamiento estadistico

Se realizaron tablas descriptivas de los resultados obtenidos con frecuencia y porcentaje
mediante la aplicacion de hojas de célculo aplicando el programa estadistico Exel para
registro interno del trabajo realizado.

Consideraciones éticas.

Se declararan las consideraciones éticas para la investigacion cientifica, tales como el respeto
a los principios bioéticos, permiso del Ministerio de Medio Ambiente para la obtencion de
la planta. CODIGO MAAE-ARSFC-2021-1378. (Ver anexo 10).
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccién y aislamiento del Aceite Esencial (AE)

A partir de 5,2 kg de las partes aéreas de la planta Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni
que fueron sometidas a un proceso de hidrodestilacion fue extraido y aislado 13,5 mL de AE
que representd un rendimiento de 0,26%, que fue calculado tomando en cuenta el volumen
del aceite y el peso del material fresco utilizado para la extraccion. Este resultado fue mayor
al rendimiento de 0,071% obtenido por Torres et al (40), quienes estudiaron la planta H.
luteynii y aplicaron el mismo método de destilacion. Ademas de la investigacion realizada
por, Collaguazo et al (41) que obtuvieron el 0,09% de rendimiento de la especie Hedyosmum
sp, aplicando el mismo método; ademas del rendimiento de 0,26 % reportado en el estudio
con la especie H. racemosum realizado por Correa (42). Contrario a esto, Zamora et al (37),
registraron un rendimiento de 1,2% en el estudio con H. translucidum, el cual superael valor
encontrado en esta investigacion, sin embargo, estos autores usaron el método asistido por
microondas. Es importante recalcar que existen factores que influyen en el rendimiento de
los AEs, entre ellos los factores climaticos y las condiciones en las que se realizé el
procedimiento como temperatura, presion y la cantidad (39).

Actividad antibacteriana del AE

El efecto inhibidor del AE sobre el crecimiento de cepas bacterianas Gram positivas y Gram
negativas ATCC de interés clinico evaluado mediante el método de difusion en disco o Kirby
Bauer fue utilizado en el procedimiento de la investigacion.

La tabla 3 y 4 muestran los valores resultantes de la actividad antimicrobiana del aceite
esencial en todas las concentraciones utilizadas del aceite obtenido de las partes aéreas
Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni frente a las cepas de interés clinico. También se
puede destacar los controles utilizados en cada una de las cepas bacterianas estudiadas, como
en el control positivo que se utiliz6 diferentes antibidticos aplicados para cada bacteria (disco
de antibidtico comercial) y como control negativo el Dimetil Sulféxido (DMSO).

El aceite esencial fue activo frente a las dos bacterias Gram positivas estudiadas (tabla 3)

mostrando mayor sensibilidad al aceite esencial Staphylococcus aureus.
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Hedyosmum

cuatrecazanum O cchioni expresado por los halos de inhibicion (mm), frente a bacterias

Gram positivas

) Halos de inhibicion(mm) X+ SD Control Control
Bacterias . ;
_ Concentracion del aceite pg /mL Positivo Negativo
eram Aceite 1x 0,5x 0,25x 0,125x 0,062x 0.031x Ciprofl i
- X 05x 0,25x 0,125x 0,062x 0.031x Ciprofloxacina
positivas  gsencial P DMSO
10 10 10° 106 106 106 5ug
Enterococcus
9+ 8+ 74 6+
faecalis 10£0,9 00 0z0 19+1 00
09 08 08 0,8
ATCC 29212
1x 0,5x 0,25x 0,125x 0,062x 0.031x e Ve
xacilina
10° 10° 10° 10° @ 10°  10° "
Staphylococcus 19 17
15+ 10+
aureus 2005 = + 15 11+1 05 0+0 30+0,7 00
ATCC 25923 05 11 '

Fuente: Resultados de la Prueba de susceptibilidad o Kirby Bauer

Por otra parte, los resultados muestran que el aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum
O cchioni también resulté ser activo frente a las bacterias Gram negativas estudiadas, siendo
Proteus mirabilis la cepa que presentdé menor sensibilidad al aceite.
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni expresado por los halos de inhibicion (mm), frente a bacterias

Gram negativas.

Halos de inhibicion(mm) X = SD

) Control Control
Bacterias Aceite - .
_ Concentracion del aceite ug/mL Positivo Negativo
Gram esencial

negativas 1x  05x 0,25x 0,125x 0,062x o

Amikacina30 ug DMSO
10°  10° 10 @ 10° 10°
Klebsiella

_ 11+ 10+ 09+
pneumoniae 14+1,2 9+1 0=%0 3055 00

08 09 08
ATCC 70063

1x 0,5x 0,25x 0,125x 0,062x Clindamicina
106 10 10° 106 108 1ug

DMSO

Proteus
S 12+ 10+ 9%

mirabilis 14+14 0+0 0+0 12+1,0 0+0

0,5 0,5 0,5
ATCC 25933
1x  05x 0,25x 0,125x 0,062x s S SviEE
mikacina

10 | 10° | 10° 10° 10° =

Escherichia
) 13+ 11+ 10+ 9+
coli ATCC 15+1,2 0+0 17+ 3,6 0+0
1,9 0,8 0,8 0,5
25922

Fuente: Resultados de la Prueba de susceptibilidad o Kirby Bauer

En la tabla 5 se puede apreciar las CMlIs del aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum
O cchioni, que se obtuvieron realizando ensayos en diferentes concentraciones (1x 10°, 0,5x
108, 0,25x 108, 0,125x 108, 0,062x 10°, 0.031x 108 pug/mL) frente a cada una de las cepas
bacterianas analizadas.

Tabla 5.: Valor de CMI del aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni, de

cada una de las bacterias estudiadas con su respectivo control.
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. ey

0,062x 10°
Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 0,125x 108
Escherichia coli ATCC 25922 0,125x 10°
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,125x 10°
Proteus mirabilis ATCC 25933 0,25x 10°

Fuente: Resultados de la Prueba de susceptibilidad o Kirby Bauer

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion existio efecto del aceite esencial
extraido de la planta Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni; puesto que tuvo un resultado
favorable con todas las bacterias ensayadas; demostrando que su mayor efectividad fue con
Staphylococcus aureus, que obtuvo halos de mayor dimension lo cual conllevo a determinar
que su CMI es de 0,062x 10° pg/mL: las bacterias que prosiguen son Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, con una CMI de 0,125x 10° pg/mL y por Gltimo la
bacteria Proteus mirabilis con una CMI 0,25x 108 pg/mL.

Cabe mencionar que se obtuvo mejores resultados en la utilizacion del aceite esencial, ya
que mostrd una mayor dimension en el halo de inhibicion; sin embargo, con las diluciones
utilizadas indico al igual un buen resultado.

En una investigacion realizada por Paredes (44) indicé que el género Hedyosmum no cuenta
con suficientes estudios. Este género posee 124 compuestos, clasificados entre terpenoides,
flavonoides, cumarinas, acidos organicos, amidas y esteroles. Muchas de las plantas de este
género ya han mostrado su actividad antimicrobiana y antimicética y dicho efecto es gracias
a la presencia de sus bioactivos en aceites esenciales (44).

Chagnama (16), en su investigacion de determinacion antimicotica de extractos hexanicos
de Hedyosmum sp., mencioné que las especies estudiadas de Candida presentaron
sensibilidad al extracto utilizado, obteniendo una CMI de 0.125 g/ml. Por lo tanto, coincide
en los resultados que aportdé el género Hedyosmum sp., el cual posee una actividad
antimicética y antimicrobiana.

Collaguazo (41), menciona que en su investigacion las bacterias Gram negativas estudiadas,
mostraron sensibilidad frente al aceite de Hedyosmun sp, siendo P. aeruginosa la mas

sensible seguida de E. coli y K. pneumoniae, sin embargo, las bacterias Gram positivas
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utilizadas en el ensayo no mostraron susceptibilidad. Resultados que no coincidieron en su
totalidad con los resultados obtenidos en el presente trabajo, debido a que el aceite de
Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni, mostré ser activo tanto en las bacterias Gram
negativas como en las bacterias Gram positivas utilizadas, resultando S. aureus la mas
sensible.

Por ultimo, un estudio realizado Kirchner et al (45) acerca de la actividad con el AE de H.
sprucei frente a bacterias patdogenos humanas en la que reportaron que las cepas mas
sensibles fueron las Gram positivas L. grayi y S. aureus con CMI de 250 y 1000 pg/mL
respectivamente, lo cual evidencio que la investigacion arrojo mejores resultados.

Los aceites esenciales poseen un uso particular en la prevencion y tratamientos de varias
patologias, son basadas en el uso de la medicina popular. Aproximadamente 300 aceites
esenciales son importantes debido a su uso en la industria farmacéutica, cosmética y de

perfumes (45).
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CONCLUSIONES

Se obtuvo 13,5mL de aceite esencial partir de 5,2 kg de hojas lo cual aporto con un

rendimiento del 0.26% de la planta Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni.

El aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni y sus diferentes concentraciones
mostrd actividad antibacteriana en todas las cepas estudiadas; destacando que su mayor

efectividad con Staphylococcus aureus.

El aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni en la investigacion resulto los
siguientes datos. Staphylococcus aureus, que obtuvo su CMI de 0,062x 10° pg/mL;
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, con una CMI de 0,125x 10°
ug/mL y por Gltimo la bacteria Proteus mirabilis con una CMI 0,25x 10 pg/mL, por lo
tanto, se demostré que los componentes bioactivos del aceite esencial posee un efecto
inhibidor.
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RECOMENDACIONES

Los extractos de las plantas medicinales como el Hedyosmum, cuatrecazanum deben ser
extraidos con exactitud aplicando el protocolo especifico para la obtencion del aceite

esencial que aportara con el futuro resultado en los distintos ensayos en los que sea participe.

El aceite esencial debe ser conservado en recipientes adecuados para evitar su evaporacion
y conservados en refrigeracion, ademas se sugiere esterilizar el material utilizado en el

analisis.

La investigacion e interpretacion de los resultados de la actividad bactericida favorece a
combatir varias enfermedades especialmente las infecciosas, por lo tanto se debe aplicar el
método adecuado para el analisis como lo es Kirby Bauer o Difusion en disco mediante la
obtencion de una cepa de calidad del microorganismo que se desea analizar (bacterias de
interés clinico), realizando una adecuada preparacion y esterilizacion de los medios,
colocando e impregnado correctamente los discos, dejando reposar los placas por 20 min en
refrigeracion para que el aceite logre difundirse en el agar, ademas realizando una buena
lectura e interpretacion de los resultados que se obtienen con la medicion exacta de los halos
y CMLI.
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Anexo 1: Autorizacion de recoleccion de especimenes de especies de la diversidad
Bioldgica

e

- Ministerio del Ambiente, Agua
y Transicion Ecoldgica

AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 1378

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)

1.- AUTORIZACION DE RECOLECTA DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA DIVERSIDAD

BIOLOGICA

2.- CODIGO
MAAE-ARSFC-2021-1378

3.- DURACION DEL PROYECTO

FECHA INICIO FECHA FIN

2021-06-25 2022-06-25

4.- COMPONENTE A RECOLECTAR

Plantae

El Ministerio del Ambiente y Agua, en uso de las atribuciones que le confiere la Codificacion a la
Ley Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre autoriza a:

5.- INVESTIGADORES /TECNICOS QUE INTERVENDRAN EN LAS ACTIVIDADES DE
RECOLECCION

N° de . . " N° REGISTRO GRUPO

C.I/Pasaporte Nombres y Apellidos Nacionalidad SENESCYT EXPERIENCIA BIOLOGICO
RODRIGUEZ LLERENA . Ingeniero Forestal S

1600441842 MARCO VINICIO Ecuatoriana 1002-13-1230365 (8 afios) Magnoliopsida

6.- PARA QUE LLEVEN A CABO LA RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA:

Nombre del Proyecto: Composicion quimica evaluacion antioxidante y antimicrobiana de aceites
esenciales de especies del género Hedyosmun de los Andes del Ecuador.

7.- SE AUTORIZA LA RECOLECCION CON EL PROPOSITO DE:

Analizar la composicién quimica de aceites esenciales de especies del género Hedyosmum endémicas del Ecuador y determinar la
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Anexo 2: Proceso de extraccion del aceite esencial de la planta Hedyosmum

cuatrecazanum O cchioni

Anexo 3: Cepas Microbianas ATCC
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Anexo 4: Preparacion del extracto a diferentes concentraciones

Anexo 5: Reactivacion de cepas







Anexo 8: Siembra e impregnacion de discos de los extractos, pre-incubacion e incubacién
de las placas

Anexo 10: CODIGO MAAE-ARSFC-2021-1378




" HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)

; n \ ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO

k0 ericana sur Km 1, fono: (03) 2 998-200 ext. 700123, jcaranqui@yahoo.com
3,’ & Riobamba Ecuador

P

Ofc.No.016.CHEP.2021

Riobamba, 3 de junio del 2021

DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN
2021-04-22

De mis consideracion:

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente certifico que la sefiora LUCENA DE
USTARIZ MARIA EUGENIA con PASAPORTE: 120617458, entregd 4 muestras botanicas
fertiles, 1 infertil (listado), identificadas, comparando con muestras de la coleccion y
verificacion de nombres en el catalogo de plantas Vasculares del Ecuador; Nombre del
Proyecto: Actividad biolégica de productos naturales de las especies vegetales de Hedyosmun
spp., que crecen en el bosque natural Jacarén Canton Colta Provincia de Chimborazo, segun
autorizacion de Investigacion N°. MAAE-ARSFC-2020-0366 Las muestras fértiles se
procesaran y en un tiempo no determinado ingresaran a la coleccion del herbario.

FAMILIA ESPECIE LOCALIDAD | ESTADO
Hedyosmun
CHLORANTHACEAE | cumbalense Palictahua Fertil
Karst.

Hedyosmun Palictahua
CHLORANTHACEAE | cumbalense Fertil

Karst.

Hedyoumun Palictahua
CHLORANTHACEAE | cuatrecazanum Fertil

Occhioni

Hedyoumun Palictahua
CHLORANTHACEAE | cuatrecazanum Fertil

Occhioni
Hedyoumun Llucud
sp.

CHLORANTHACEAE Infertil

Me despido, atentamente

Ing. Jorge Caranqui A.
RESPONSABLE HERBARIO CHEP




